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Resumo 
 
 RESUMO 
 
O carcinoma de células escamosas oral (CCEO) resulta de processos de 
descontroles de eventos celulares provocados por mutações decorrentes de agentes 
genotóxicos, o que pode levar, dentre outros fatores, à perda de controle do 
processo de proliferação celular, sendo este considerado um dos precursores do 
câncer oral. A busca por biomarcadores para o CCEO constitui alvo de várias 
pesquisas, dentre as quais destacam-se proteínas de reparo do DNA como a 
XRCC1 e APE1 e proteínas do ciclo celular como p53 e Ki67. Assim, o objetivo 
desta pesquisa foi analisar a expressão imunoistoquímica das proteínas de reparo 
APE1, XRCC1 e das proteínas envolvidas no ciclo celular p53 e ki67, associando-as 
entre si e com parâmetros prognósticos clínicos e histopatológicos, em carcinoma de 
células escamosas de língua oral (CCELO), visando contribuir para o melhor 
entendimento da participação dessas proteínas no desenvolvimento desta neoplasia. 
A expressão imunoistoquímica de APE1 e XRCC1 foi avaliada de forma 
semiquantitativa e a de p53 e ki67 de forma quantitativa, em 58 casos de Carcinoma 
de células escamosas de língua oral (CCELO). Os dados clínicos foram coletados 
nos prontuários médico de cada paciente e a gradação histopatológica de 
Brandwein-Gensler efetuada para cada caso. Para a análise estatística foram 
realizados os testes de Qui-quadrado e Exato de Fisher e adotou-se significância de 
p<0,05. A maioria dos casos apresentou alta imunoexpressão para APE1 (n = 36; 
62,1%), assim como para XRCC1 (n = 38; 65,5%). Já para as proteínas Ki67 e p53, 
houve uma distribuição igual quando os casos foram categorizados em baixa e alta 
expressão (n = 29, 50%). A imunoexpressão de XRCC1 foi significativamente maior 
nos casos de lesão em estágio inicial I e II (n = 23; 62,2%) em relação aos estágios 
avançados III e IV (n=16, 80%, p = 0,05). A imunoexpressão de p53 foi 
significativamente maior nos casos de lesão em estágio avançado (n = 19; 65,5%) e 
baixa em estágios iniciais (n=17, 60,7%; p = 0,047). Nenhuma das proteínas 
estudadas mostrou associação entre si, nem com os demais parâmetros clínicos e a 
gradação histopatológica. Apesar da associação significativa da maior 
imunoexpressão de XRCC1 com melhor estadiamento clínico e da p53 com o pior 
estadiamento clínico, estas não foram embasadas quando analisado o desfecho dos 
pacientes. Os resultados desta pesquisa indicam que XRCC1 e APE1 participam do 
processo de carcinogênese do CCELO, porém, a expressão imunoistoquímica 
destas e de p53 e Ki67 não mostraram associação com parâmetros prognósticos. 
Palavras-chave: Câncer Oral. Carcinoma de células escamosas. Reparo do DNA. 
Proliferação celular. Imunoistoquímica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abstract 
 
 ABSTRACT 
 
Oral squamous cells carcinoma (OSCC) results from processes of decontrol of 
cellular events caused by mutations due genotoxic agents, which may lead, among 
other factors, to loss of control of the cellular proliferation process, being considered 
as one of the precursors of oral cancer. Searching biomarkers for OSCC is the target 
of several studies, among the markers it is highlighted the DNA repair proteins, such 
as XRCC1 and APE1, and cell cycle proteins, such as p53 and Ki67. Thus, the aim 
of this study was to analyze the immunohistochemical expression of APE1, XRCC1 
and the proteins involved in the cell cycle, p53 and ki67, associating them with 
clinical and histopathological prognostic parameters in oral tongue squamous cell 
carcinoma (OTSCC), in order to contribute to the better understanding of the 
participation of these proteins in the development of this neoplasia. The 
immunohistochemical expression of APE1 and XRCC1 was evaluated 
semiquantitatively and the expression of p53 and ki67 quantitatively, in 58 cases of 
OTSCC. Clinical data were collected from the medical records of each patient and 
the histopathological grading of Brandwein-Gensler was carried out for each case. 
For the statistical analysis, Chi-square and Fisher's exact test were performed, and 
significance was set at p <0.05. The majority of cases showed high 
immunoexpression of APE1 (n = 36; 62.1%), as well as of XRCC1 (n = 38; 65.5%). In 
relation to the Ki67 and p53 proteins, there was an equal distribution when the cases 
were categorized into low and high expression (n = 29, 50%).  XRCC1 
immunoexpression was significantly higher in cases of early stage lesions I and II (n 
= 23; 62.2%) compared to advanced stages III and IV (n = 16, 80%, p = 0.05). The 
Immunoexpression of p53 was significantly higher in cases of advanced lesion (n = 
19; 65.5%) and low in early stages (n = 17, 60.7%, p = 0.047). None of the studied 
proteins showed association with each other, nor with the other clinical parameters 
and histopathological grading. Despite the significant association of the highest 
XRCC1 immunoexpression with better clinical staging and of p53 with the worst 
clinical staging, these results were not supported when the patients' outcome were 
analyzed. The results of this study indicate that XRCC1 and APE1 participate in the 
process of carcinogenesis of OTSCC, but the immunohistochemical expression of 
these proteins and also p53 and Ki67 did not show any association with prognostic 
parameters. 
 
Keyword: Oral Cancer. Squamous cell carcinoma. DNA repair. Cell proliferation. 
Immunohistochemistry. 
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NTD 
 
Domínio N-terminal de XRCC1 
OMS Organização Mundial de Saúde. 
 
OGG1 
 
Do inglês, 8-hidroxiguanina DNA glicosilase. 
   
Pax 
PD-L1 
 
Do inglês, paired box-containing proteins. 
Do inglês, Programmed death-ligand 1.  
PCNA 
Do inglês, proliferating cell nuclear antigen, traduzido como 
antígeno nuclear de proliferação celular. 
 
PCR 
 
Do inglês, polimerase chain reaction, traduzido como reação 
em cadeia da polimerase.  
RNA 
 
Do inglês, ribonucleic acid, traduzido como ácido 
ribonucleico. 
 
TNM 
 
Do inglês, tumor-node-metastasis, sistema de estadiamento 
clínico que avalia: tamanho do tumor primário (T), 
envolvimento de linfonodos regionais (N) e envolvimento por 
metastases à distância (M). 
 
XPA 
 
Do inglês, xeroderma pigmentosum type A. 
 
XPB 
 
Do inglês, xeroderma pigmentosum type B. 
 
XPD 
 
Do inglês, xeroderma pigmentosum group D. 
XPG Do inglês, xeroderma pigmentosum type G. 
 
XRCC1 
 
Do inglês, X-ray repair cross-complementing group 1. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O carcinoma de células escamosas (CCE) representa 90% a 95% das 
neoplasias malignas da cavidade oral (WOLFF; FOLLMAN; NAST, 2012) e é 
considerado uma das principais ameaças globais à saúde pública 
(WARNAKULASURIYA, 2009; XIE et al., 2016). O CCE é considerado o sexto tumor 
maligno mais comum e o que apresenta maior taxa de mortalidade na região de 
cabeça e pescoço (GIOVANNACCI et al., 2016), acometendo com maior frequência, 
em cavidade oral, a borda lateral posterior e a superfície ventral da língua, áreas 
com piores prognósticos (AL-JABER; AL-NASSER; EL-METWALLY, 2016)   
Os fatores que podem levar ao seu acometimento, é multifatorial, destacando-
se fatores extrínsecos como fumo e álccol e intrínsecos como estado sistêmico, 
desnutrição e alterações genéticas cumulativas. Esses fatores refletem a 
suscetibilidade e a tendência do genoma para adquirir múltiplas alterações, o que 
conduz ao desequilíbrio no ciclo celular, incluindo divisão, diferenciação e apoptose. 
(JOHNSON; JAYASEKARA; AMARASINGHE, 2011; NEVILLE et al., 2016).     
Após exposição a agentes genotóxicos, proteínas responsáveis pelo reparo 
do DNA (deoxyribonucleic acid) são produzidas para remoção do dano genético. A 
via de reparo BER é a responsável pela reparação após dano devido ao estresse 
oxidativo, alquilação, desaminação e depurinação/despirimidação ou de hidrólise 
iniciada espontaneamente no DNA. Esta via inclui os genes OGG1 (8-hidroxiguanina 
DNA glicosilase), APE1 (X-Ray Repair Cross Complementing 1) e XRCC1 (X-Ray 
Repair Cross Complementing 1) (SOUZA et al., 2011), sendo o APE1 e o XRCC1 
alvos dessa pesquisa.  
Segundo a literatura vigente, a APE1 apesar de ser considerada uma enzima 
multifuncional, responsável pela remoção de resíduos de bases danificadas, também 
demonstrou estar envolvida na regulação de fatores de transcrição do DNA (como 
fos, jun, fator nuclear-кB e p53) (SOUZA et al., 2011). Já a XRCC1, aparentemente, 
não possui ação enzimática, mas atua no suporte a outros fatores de reparo, 
incluindo a APE1 (BREM; HALL, 2005; ALMEIDA; SOBOL, 2007).  
 Embora defeitos em genes de reparo da via BER tenham sido investigados 
em outros tipos de câncer como o de próstata, osteossarcoma, gástrico, o 
conhecimento do valor prognóstico e seu papel em carcinoma de células escamosas 
de cabeça e pescoço é limitado (MAHJABEEN et al., 2014, QING et al., 2015). 
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Sabe-se que defeitos em genes de reparo podem levar à proliferação celular 
descontrolada, sendo esta considerada um precursor e preditor de tumorigênese 
(SWAMINATHAN et al., 2012).  
Nesse processo de perda de controle do processo de proliferação celular 
destaca-se o TP53, que é um gene supressor de tumor bem conhecido. A proteína 
codificada por este gene, a p53, inibe funções como o ciclo celular quando ocorre 
algum dano inevitável à célula ou repara esses danos (SOUZA et al., 2011). Defeitos 
nesta proteína permitem que células alteradas proliferem descontroladamente, 
sendo hipotetizado que sua ação supressora parece ser influenciada pela proteína 
APE1 (WEI et al., 2016). 
O Ki67 é o marcador imunoistoquímico considerado mais confiável para o 
processo de proliferação celular (BIRAJDAR et al., 2014), pois está presente em 
todas as etapas do ciclo celular. Desta forma, ele pode ser considerado um indicador 
molecular potencial no prognóstico de um tumor (XIE et al., 2016). 
Diante da escassez de estudos sobre possível associação da expressão de 
genes de reparo do DNA com o processo de proliferação celular na carcinogênese 
oral (MAHJABEEN et al., 2014), o objetivo desta pesquisa foi analisar a expressão 
imunoistoquímica das proteínas de reparo de DNA (APE1, XRCC1) e das proteínas 
envolvidas no ciclo celular (p53 e ki67), associando-as entre si e relacionando com 
parâmetros clínicos e histopatológicos em CCE de língua oral, já que é o local mais 
frequentemente acometido e com pior prognóstico, visando contribuir para o melhor 
entendimento da participação dessas proteínas no desenvolvimento desta neoplasia. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 CÂNCER DE BOCA 
O câncer de boca é uma das principais ameaças globais à saúde pública 
(WARNAKULASURIYA, 2009; TANAKA; TANAKA; TANAKA, 2011). Áreas 
caracterizadas por alta incidência dessa lesão estão localizadas no sul da Ásia, 
regiões do Pacífico, América Latina, incluindo o Brasil, e em partes da Europa 
Central e Oriental (WARNAKULASURIYA, 2009).  
Dentre todos os tipos de cânceres 5% deles ocorrem primariamente em 
região de cabeça e pescoço, sendo que aproximadamente metade acomete a 
cavidade oral (SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2012). Segundo a última estimativa 
do INCA (Instituto Nacional do Câncer), era previsto para o ano de 2016 no Brasil 
596.070 novos casos de câncer, sendo 15.490 em boca, correspondendo a um risco 
estimado de 11,27 novos casos a cada 100 mil homens e 4,21 a cada 100 mil 
mulheres. No Nordeste, foi dada uma estimativa de 3.070 novos casos, sendo o 
quinto mais frequente em homens e o nono mais frequente em mulheres, sem 
considerar os tumores de pele não melanoma.  
Os tecidos orais podem originar vários tipos de cânceres como os 
carcinomas, adenocarcinomas salivares, sarcomas e o melanoma, sendo que a 
maioria dos cânceres orais (90%) são carcinomas de células escamosa (CCE) 
(MCLEOD; SAEED; ALI, 2005; TANAKA; TANAKA; TANAKA, 2011; WOLFF; 
FOLLMAN; NAST, 2012; INCA, 2011). O carcinoma de células escamosas oral 
(CCEO), também denominado carcinoma epidermoide oral, carcinoma espinocelular 
e carcinoma escamocelular, é o sexto tumor maligno mais comum, com incidência 
de mais de 500.000 casos por ano  e o que apresenta maior taxa de mortalidade no 
segmento de cabeça e pescoço (ANTUNES et al., 2007; WARNAKULASURIYA, 
2009; TANAKA; TANAKA; TANAKA, 2011; DURR; LI; WANG, 2013; GIOVANNACCI 
et al., 2016).  
O câncer bucal, ou propriamente os carcinomas, já que são a maioria, podem 
ser divididos em três categorias: carcinomas de cavidade oral propriamente dita 
(incluindo os 2/3 anteriores da língua, mucosa jugal, assoalho da boca, gengiva 
inferior, gengiva superior; área retromolar e palato duro), carcinomas do vermelhão 
do lábio e carcinomas de orofaringe (palato mole, terço posterior da língua e região 
tonsilar) (NEVILLE; DAY, 2002; INCA, 2011).  
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Inicialmente o CCE pode apresentar-se como uma área eritroplásica, 
leucoplásica, leucoeritroplásica e até mesmo ulcerada em cerca de 70% dos casos 
e, em seguida, progride para a invasão de estruturas mais profundas, dando a 
aparência de uma massa firme e não móvel. Ele pode ser sintomático (dor, 
hemorragia, disfagia) em casos avançados ou um achado incidental durante um 
exame médico ou odontológico (MCLEOD; SAEED; ALI, 2005; MCDOWELL, 2006; 
SILVA; AMARAL; FRIAS-BULHOSA, 2010; TANAKA; TANAKA; TANAKA,  2011; AL-
JABER; AL-NASSER; EL-METWALLY, 2016). Cerca de 40% dos casos em cavidade 
oral ocorrem em borda lateral posterior e nas superfícies ventrais da língua. O 
assoalho é a segunda localização intraoral mais comum (NEVILLE; DAY, 2002; 
TANAKA; TANAKA; TANAKA, 2011; AL-JABER; AL-NASSER; EL-METWALLY, 
2016). 
Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do câncer oral é o uso 
conjunto do fumo e do álcool (SILVA et al., 2011). Quando o hábito de fumar está 
associado ao etilismo, há efeitos sinérgicos na carcinogênese do tabaco. Além 
disso, aproximadamente 80% dos pacientes dependentes de álcool relatam fumar 
cigarros (KOHN; TSOH, WEISNER, 2003). Estudo realizado por Znaor et al. (2003) 
constatou que o consumo de álcool juntamente com o hábito de fumar aumentava 
em quase 5 vezes a chance do indivíduo adquirir câncer oral.  
Clinicamente, o CCEO está tipicamente associado a homens, acima dos 50 anos 
de idade e com histórico de uso excessivo de tabaco e/ou álcool. Entretanto, esse 
perfil vem mudando, visto que sua prevalência tem aumentado entre indivíduos mais 
jovens, do sexo feminino (GAETTI-JARDIM et al., 2010) e em não fumantes 
(CUARADO; HASHIBE, 2009). Esse fato pode ser atribuído a mudanças no estilo de 
vida das mulheres, com o maior consumo de bebidas alcoólicas e tabaco, e aumento 
na sua expectativa de vida (PATEL et al., 2011). Pacientes não fumantes que 
desenvolvem câncer provavelmente possuem maior susceptibilidade a mutações 
genéticas ou estão sujeitos a ação de agentes patogênicos ambientais ou virais 
ainda desconhecidos (DURR; LI; WANG, 2013).  
A localização anatômica do CCE é fator de influência no prognóstico, 
considerando-se que os tumores apresentam comportamentos clínicos diferentes 
conforme sua localização (COSTA et al., 2002). O carcinoma de células escamosas 
de língua é o tipo de câncer da cavidade oral mais relacionado com metástases para 
linfonodos. Esta disseminação ocorre através de uma rica rede de vasos linfáticos 
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que anatomicamenete se localizam muito próximo aos músculos, localizado mais 
superficamente o que facilita a propagação rápida para linfonodos cervicais. Essas 
características tornam a língua mais susceptível a invasão local e metástases (LIM, 
2006; SANO; MYERS, 2007). Dessa forma, pacientes com essa neoplasia têm 
prognóstico significativamente pior quando comparado com lesões similares de 
orofaringe, laringe e aquelas situadas em outras localizações da cavidade oral 
(RUSTHOVEN et al., 2008).  
O padrão-ouro para o diagnóstico de lesões neoplásicas malignas é o exame 
histopatológico. Técnicas de biópsia incisional ou excisional são os métodos mais 
confiáveis para coletar um espécime cirúrgico para avaliação microscópica 
(GIOVANNACCI et al., 2016). 
Histopatologicamente, o CCEO caracteriza-se por uma desordem proliferativa 
de células do epitélio de revestimento, que expressa graus variados de similaridade 
com suas células de origem. As células do CCEO exibem citoplasma bastante 
eosinofílico, núcleo vesicular de tamanho aumentado com hipercromatismo, pontes 
intercelulares proeminentes, aumento do número de figuras de mitoses típicas ou 
atípicas, pleomorfismo celular, pleomorfismo nuclear e pérolas de ceratina. Estas 
células invadem o tecido conjuntivo de forma isolada ou em grupos, formando 
cordões, ninhos e lençóis (BATISTA et al., 2010; NEVILLE et al., 2016).  
O CCEO caracteriza-se por apresentar frequente invasão perineural, recidivas 
precoces, altas taxas de invasão local e metástase, possuindo, portanto, grande 
agressividade. Muitos pacientes morrem em decorrência da disseminação local ou 
regional da doença (OGBUREKE et al., 2007; SILVA et al., 2011). Por tais motivos 
se faz necessário realizar o diagnóstico precoce dessa patologia, visto que sua 
detecção em estágios iniciais reduz a mortalidade, morbidade e diminui a extensão 
da cirurgia necessária ao tratamento, que leva frequentemente a perda da função, 
mutilação, depressão e pobre qualidade de vida (MEHROTRA; GUPTA, 2011). 
Dependendo do local, da extensão do tumor primário e do status dos 
linfonodos cervicais, o tratamento do câncer de cavidade oral pode ser cirúrgico, 
radioterápico, quimioterápico ou uma combinação de ambos. A cirurgia para 
ressecção dos tumores primários deve incluir sempre toda lesão tumoral e margem 
de tecido livre de tumor em todas as dimensões (mínimo de 1,0 cm de margem), 
sempre confirmada no ato cirúrgico por exame de congelação (INCA, 2011). 
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O câncer oral ocorre mais comumente em homens de meia-idade e idosos 
(60 anos). Embora um número perturbador destas malignidades também esteja 
sendo documentado em adultos mais jovens e em mulheres nos últimos anos. A 
forte associação entre cânceres de cavidade oral e orofaringe com uso de tabaco é 
bem estabelecida. O risco de desenvolver câncer oral é de 5 a 9 vezes maior para 
fumantes do que para não fumantes, e esse risco pode aumentar para 17 vezes 
para fumantes inveterados (que fumam 80 ou mais cigarros por dia). O uso de álcool 
também é um fator de risco. Etilistas crônicos (maior que 100 gramas de álcool por 
dia) tem um risco 30 vezes maior de desenvolver câncer oral e de orofaringe. 
Significativo é o efeito sinérgico do álcool com o fumo. Fumantes e etilistas 
inveterados apresentam um risco 100 vezes maior de desenvolver uma doença 
maligna (NEVILLE; DAY, 2002; WARNAKULASURIYA, 2009; TANAKA, T.; 
TANAKA, M.; TANAKA, T., 2011; AL-JABER; AL-NASSER; EL-METWALLY, 2016).  
O desenvolvimento do câncer oral é uma de várias etapas relacionadas ao 
uso de tabaco, álcool, ao processo multifocal envolvendo cancerização de campo e 
carcinogênese. A carcinogênese oral é um processo multifocal altamente complexo 
que ocorre quando o epitélio escamoso é afetado por várias alterações genéticas 
decorrentes de fatores endógenos e exógenos. Os principais fatores de risco além 
do álcool e tabaco são: alterações genéticas, inflamação, infecção e lesões pré-
neoplásicas (WARNAKULASURIYA, 2009; TANAKA, T.; TANAKA, M.; TANAKA, T., 
2011; AL-JABER; AL-NASSER; EL-METWALLY; 2016).  
Apesar dos grandes avanços que melhoraram o prognóstico de vários tipos 
de câncer, para o câncer de boca, por mais que ocorra em área de fácil visualização, 
o diagnóstico tardio ainda é uma realidade, apresentando altos índices de 
mortalidade. A sobrevida em 5 anos está diretamente ligada à fase de diagnóstico e 
à prevenção. Esforços nesse sentido são importantes não somente para diminuir a 
incidência, mas também para melhorar a sobrevida. O diagnóstico precoce depende 
da detecção de qualquer alteração por parte do paciente e procura por atendimento 
especializado o quanto antes. Sendo necessário ainda o conhecimento por parte do 
profissional para identificação dessas neoplasias (NEVILLE; DAY, 2002; MCLEOD; 
SAEED; ALI, 2005; REMMERBACH et al., 2009; TANAKA; TANAKA; TANAKA,  
2011; AL-JABER; AL-NASSER; EL-METWALLY, 2016) 
A compreensão da carcinogênese permite sugerir que quanto maior for o 
tempo para o diagnóstico do câncer oral, ele estará em estágios mais avançados e, 
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consequentemente, maior será a probabilidade de metastatizar, ter pior prognóstico 
e menor sobrevida. A taxa de progressão é muito difícil de ser prevista e varia de 
acordo com a velocidade de crescimento e agressividade tumoral (MCLEOD; 
SAEED; ALI; 2005). 
 O estadiamento clínico do câncer de boca é importante para estabelecer um 
tratamento adequado e determinar o prognóstico. Para tal finalidade, utiliza-se o 
sistema de estadiamento clínico TNM (Classificação de Tumores Malignos), onde T 
representa o tamanho do tumor primário, N indica o estado de linfonodos regionais, 
e M indica a presença ou ausência de metástases à distância.  As lesões iniciais (I-
II) têm um prognóstico melhor em comparação com as lesões avançadas (III - IV), 
como pode-se observar no quadro 1 (NEVILLE; DAY, 2002; SOBIN; WITTEKIND, 
2009; INCA, 2011; GIOVANNACCI et al., 2016). Porém, observa-se que alguns 
casos de CCE, diagnosticados em estádios iniciais e tratados corretamente, 
evoluem com recorrências locais e disseminação mestastática, determinando, por 
fim, o óbito do paciente. Tais constatações têm suscitado a busca por outros fatores 
prognósticos capazes de suplementar o sistema TNM (LINDENBLATT et al., 2012). 
 
Quadro 1 – Sobrevida com relação ao estadiamento clínico. 
Sítio primário 
Sobrevida em cinco anos 
  Percentual / Estádio 
I II III IV 
Porção oral da língua 35-85 26-77 10-50 0-26 
Assoalho da boca 58-75 40-64 21-43 0-15 
Rebordo gengival 73 41 17 0-10 
Mucosa jugal 77-83 44-65 20-27 0-18 
Área retromolar 70 57,8 46,5 0-10 
Palato duro 60-80 40-60 20-40 0-30 
Fonte: INCA, 2011. 
 
Além do TNM, o uso de sistemas de gradação histológica de malignidade, 
vem sendo amplamente estudada e resultados satisfatórios vêm sendo obtidos 
(ANNEROTH; HANSEN; SILVERMAN, 1986; ANNEROTH; BATSAKIS; LUNA, 1986; 
BRYNE et al., 1989; KADEMANI et al., 2005; WOOLGAR et al., 2006). Para 
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Anneroth, Batsakis e Luna. (1987), o melhor valor preditivo da avaliação histológica 
ocorre pelo fato de que, dessa maneira, se torna possível visualizar alterações antes 
mesmo que elas sejam percebidas clinicamente.  
Broders (1920) foi o primeiro a propor um método para gradação do 
carcinoma de células escamosas oral.  Embora essa classificação tenha sido 
considerada um marco inicial, estudos posteriores encontraram um alto índice de 
discordância entre os examinadores. Além de uma falta de associação entre este 
sistema e o prognóstico dos carcinomas de células escamosas orais (LOURENÇO et 
al., 2007). 
Tais constatações levaram ao desenvolvimento de vários outros sistemas de 
gradação de malignidade para o CCEO, como os de Lund et al. (1975), Anneroth e 
Hansen (1984) e Anneroth, Batsakis e Luna (1987). Por analisarem não apenas as 
características das células tumorais, mas também hábitos de vida relacionados ao 
hospedeiro, os sistemas propostos por Anneroth e Hansen (1984) e Anneroth, 
Batsakis e Luna (1987) se destacaram em relação aos demais. 
Posteriormente, Bryne et al. (1989) sugeriram uma modificação no sistema 
descrito por Anneroth, Batsakis e Luna (1987), sendo um dos mais utilizados.  Em 
2005, a Organização Mundial de Saúde (OMS) propôs um sistema de gradação 
histológica fundamentado no grau de diferenciação celular, classificando os 
espécimes de CCEO em três categorias: as lesões bem diferenciadas, as 
moderadamente diferenciadas e as pouco diferenciadas (BARNES et al., 2005) 
Os sistemas de gradação citados não apresentavam, muitas vezes, 
correlações significativas e consistentes com o prognóstico e a sobrevida dos 
pacientes com câncer de cabeça e pescoço e o oral, especificamente.  Brandwein-
Gensler et al. (2005) propuseram um novo modelo de gradação, o qual 
denominaram Avaliação de Risco Histopatológico. Este modelo foi capaz de predizer 
a recorrência local e sobrevida geral de um grupo de pacientes com CCEO de 
cavidade oral e orofaringe. Uma categoria de risco é determinada pelo exame de 
espécimes primários provenientes de ressecção, nos quais quantifica-se 3 variáveis 
histológicas significantes: (1) pior padrão de invasão tumoral no front de invasão, (2) 
invasão perineural, (3) resposta linfocítica do hospedeiro no front de invasão 
tumoral. Esse modelo classifica os pacientes em grupos de baixo, intermediário e 
alto risco. Em 2010, a mesma equipe validou esse modelo em uma nova coorte de 
pacientes (BRANDWEIN-GENSLER et al., 2005).  
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2.2 GENES DE REPARO DO DNA 
 
O DNA humano, assim como qualquer outra molécula celular, sofre ataques 
contínuos tanto de espécies reativas intracelulares, quanto de agentes ambientais 
(COOPER; HAUSMAN, 2000; WOOD et al., 2001; CLANCY, 2008). Dentre os 
agentes mutagênicos endógenos, destaca-se os processos de hidrólise, espécies 
reativas de oxigênio (EROs) e metabólitos, que podem atuar como agentes 
alquilantes (capazes de transferir um grupo etil ou metil às bases do DNA). A luz 
solar ultravioleta, fumaça de cigarro inalado e fatores provindos da dieta são 
exemplos de fatores ambientais citotóxicos (WOOD et al., 2001; CLANCY, 2008). 
Além disso, o DNA possui uma instabilidade química intrínseca como, por exemplo, 
por meio da própria enzima DNA polimerase, que pode adicionar nucleotídeos 
incorretos ou através da capacidade do DNA em sofrer espontaneamente 
desaminação e depurinação hidrolítica (CLANCY, 2008; MARTEIJN et al., 2014).  
Como o DNA é sede de informações gênicas, alterações na sua integridade e 
estabilidade são de consequências muito maiores do que modificações em outros 
componentes celulares, tais como o RNA (ribonucleic acid) e proteínas, pois podem 
resultar em alta frequência de mutações (COOPER; HAUSMAN, 2000; CLANCY, 
2008) e aberrações cromossômicas capazes de ativar oncogenes ou inativar genes 
supressores tumorais e, assim, aumentar o risco de câncer (MARTEIJN et al., 2014).   
Os genes supressores tumorais possuem a finalidade de codificar proteínas 
formadoras de uma rede de checagem de danos ao DNA, evitando o crescimento 
celular descontrolado.  O mecanismo de ação dessas proteínas ocorre, 
principalmente, através do impedimento da progressão do ciclo celular e da 
replicação do DNA, porém, atualmente, sabe-se que elas agem de outras formas, 
como, por exemplo, por meio da alteração do metabolismo celular e manutenção da 
estabilidade genômica (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). Esta última função é 
assegurada por genes supressores tumorais denominados genes de reparo de DNA, 
cujas proteínas monitoram, continuamente, os cromossomos, corrigindo resíduos de 
nucleotídeos danificados gerados pela exposição a carcinógenos citotóxicos (WOOD 
et al., 2001). 
Os diferentes tipos de danos ao DNA podem ser reparados basicamente 
pelos seguintes mecanismos: reversão direta de dano, reparo por excisão de base 
(BER), reparo por excisão de nucleotídeos (NER) e reparo por excisão de bases 
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incompatíveis (IBER) (COOPER; HAUSMAN, 2000; WOOD et al., 2001; MARTEIJN 
et al., 2014).   
A reversão direta do dano repara apenas alguns tipos de danos ao DNA 
como, por exemplo, na presença de dímeros de pirimidina, resultantes da exposição 
à radiação ultravioleta, e resíduos de guanina alquilados (COOPER; HAUSMAN, 
2000). A forma mais comum de reparar uma grande variedade de danos ao DNA é 
por meio da via BER (COOPER; HAUSMAN, 2000; CLANCY, 2008). Nesse tipo de 
reparo, o DNA danificado é reconhecido e removido, quer seja na forma de bases 
livres ou de nucleotídeos, sendo o intervalo resultante então preenchido por síntese 
de uma nova cadeia de DNA, utilizando como molde a cadeia complementar não 
danificada (COOPER; HAUSMAN, 2000).  
As proteínas envolvidas na BER excisam e substituem as bases de DNA que 
foram danificadas principalmente por EROs e hidrólise. O processo é iniciado pela 
enzima DNA glicosilase que libera a base modificada por meio da quebra da ligação 
N-glicosil, que mantém a base nitrogenada associada com o esqueleto de açúcar-
fosfato. Isso irá formar no DNA um sítio apurínico ou apirimidínico (por isso chamado 
de sítio AP). Estes locais são reparados pela AP endonuclease, a qual cliva o DNA 
em sua porção 5’ e adjacentemente ao local AP. O resultado dessa quebra gera 
duas terminações: uma 3’-OH e outra 5’-fosfato-desoxirribose. Este resíduo é 
removido pela enzima DNA desoxirribo-fosfodiesterase (dRpase) e o intervalo de 
base simples resultante é preenchido pela DNA polimerase e ligase (COOPER; 
HAUSMAN, 2000; WOOD et al., 2001) (Figura 1). 
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Figura 1 – Reparo por excisão de base no DNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Adaptado de Cooper e Hausman (2000). 
 
A enzima DNA glicosilase é formada por splicing alternativo no núcleo e nas 
mitocôndrias, assim, essa enzima pode agir de formas diferentes, como através da 
excisão de bases danificadas por oxidação ou radiação ionizante, excisar purinas 
alquiladas e dímeros de pirimidina, além de reconhecer e excisar uracila e adenina 
danificadas (COOPER; HAUSMAN, 2000; WOOD et al., 2001).  
De acordo com Hoeijmakers (2001), não foram identificados quaisquer 
distúrbios humanos causados por deficiências hereditárias de BER, no entanto 
polimorfismos específicos em XRCC1 estão associados a câncer de pulmão e outros 
tipos de neoplasias malignas (DIVINE et al., 2001).  
O mecanismo da NER consiste na remoção de bases danificadas a partir da 
excisão de um oligonucleotídeo (COOPER; HAUSMAN, 2000) (Figura 2). A detecção 
do dano ao DNA pela NER pode ocorrer em nível de genoma global (GG-NER) ou 
através do reparo acoplado a transcrição (TCR), o qual concentra-se nos danos que 
boqueiam o alongamento da RNA polimerase (HOEIJMAKERS, 2001; MARTEIJN et 
al., 2014). A NER destaca-se dentre as vias de reparo do DNA por conseguir 
identificar a mais vasta gama de lesões no DNA não estruturalmente relacionadas 
(COOPER; ROBERT, 2000; HOEIJMAKERS, 2001; MARTEIJN, et al., 2014).  
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Figura 2 – Reparo por excisão de nucleotídeo no DNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Adaptado de Cooper e Hausman (2000). 
 
 Há pelo menos três síndromes associadas a defeitos na via NER: xeroderma 
pigmentoso, síndrome de Cockayne e tricotiodistrofia, sendo todas caracterizadas 
por sensibilidade ao sol. Pacientes com xeroderma pigmentoso apresentam 
marcante predisposição ao câncer de pele induzido pelo sol devido mutações em um 
dos setes genes envolvidos (XPA- xeroderma pigmentosum type A; XPG- xeroderma 
pigmentosum type G). Indivíduos com a síndrome de Cockayne não apresentam 
qualquer predisposição ao câncer devido suas células serem particularmente 
sensíveis à apoptose, protegendo-os, assim da tumorigênese, porém causando-lhes 
envelhecimento precoce. Os genes mutados nessa síndrome são CSA (cockayne 
syndrome group a - associated genes) ou CSB (cockayne syndrome group b-
associated genes). A tricotiodistrofia compartilha muitos achados em comum com a 
síndrome de Cockayne, mas com as características adicionais de cabelo frágil, 
unhas e pele escamosas. Mutações nos genes XPD (xeroderma pigmentosum type 
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D) ou XPB (xeroderma pigmentosum type D) podem originar as três doenças 
(COOPER; HAUSMAN, 2001; HOEIJMAKERS, 2001). 
 O mecanismo de BER reconhece e remove os nucleotídeos incompatíveis 
que foram incorporadas durante a replicação do DNA e insere/deleta “loops” 
(variando de 1 a 10 ou mais bases). Muitas dessas bases incompatíveis já são 
removidas pela própria DNA polimerase, sendo que aquelas remanescentes são 
removidas a partir da cadeia de DNA recém replicada por enzimas específicas de 
IBER (HOEIJMAKERS, 2001; COOPER; HAUSMAN, 2001). Defeitos no mecanismo 
de BER aumentam drasticamente as taxas de mutação, alimentando o processo de 
oncogênese (HOEIJMAKERS, 2001). Assim, defeitos nesse mecanismo estão 
associados com cânceres hereditários e esporádicos, especialmente câncer de 
cólon (MARINUS, 2012).  
O mecanismo de reparo de BER é iniciado pela proteína MutS (DNA 
mismatch repair protein) que reconhece no DNA a base incompatível e forma um 
complexo com MutL (DNA mismatch repair protein). Esse complexo se une a outras 
duas proteínas (helicase e exonuclease), havendo a quebra na fita recém replicada 
no DNA exatamente entre o ponto de ruptura (que estariam presentes em DNA 
recém replicado) e o pareamento incompatível (Figura 3).  
 
Figura 3 – Reparo por excisão de bases incompatíveis no DNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Adaptado de Cooper e Hausman (2000). 
 
 Mutações germinativas em hM-LH1 (human MutL homologue 1) e hM-SH2 
(MutS protein homolog 2) juntas acometem aproximadamente metade de todos os 
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pacientes portadores de câncer colorretal não polipose hereditários (CCNPH), sendo 
o hM-LH1 responsável por mais de 60% desses casos. Defeitos em hM-SH6 causam 
CCNPH atípico e de início tardio. Isso é consistente com o fato de que a perda de 
hM-LH1 e hM-SH2 está associado com a completa inativação de IBER. O motivo 
porque defeitos de IBER causam preferencialmente cânceres de cólon, endométrio e 
ovário ainda não é claro (HOEIJMAKERS, 2001).  
 
2.3 APE1 (Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1) 
 
A endonuclease apurínica/apirimidínica 1 (APE1) desempenha um papel 
importante em múltiplos processos biológicos como o controle da divisão celular e o 
processo de envelhecimento. Ela pode reparar danos no DNA e suprimir a 
tumorigênese através da manutenção da estabilidade do genoma (QING et al., 
2015). Após clonagem em 1991, foi descrita primeiro como uma proteína enzimática 
de reparo do DNA e como proteína redox no ano seguinte (TELL et al., 2009), 
porém, o mecanismo pelo qual a APE1 está envolvida no desenvolvimento do 
câncer permanece desconhecida (TELL; DEMPLE, 2014). 
Uma série de doenças humanas como as neurodegenerativas, 
cardiovasculares e o câncer resultam de dano oxidativo no DNA, causadas por 
fatores endógenos e exógenos (THAKUR et al., 2014). A resposta celular ao 
estresse oxidativo é um processo biológico complexo. Desta forma, a APE1 (também 
chamado HAP1 ou APEX, e aqui referido APE1) é uma proteína vital que atua como 
regulador mestre essencial desta resposta (TELL et al., 2009; AL-ATTAR; 
GOSSAGE; FAREED, 2010; TELL; DEMPLE, 2014).  
Está bem estabelecido que uma grande quantidade de lesões em bases é 
induzida em genomas de células de mamíferos por diferentes agentes químicos, 
dentre os quais as espécies reativas de oxigênio (ROS) desempenham um papel 
dominante. Estas lesões, se não forem adequadamente reparadas, tornam-se a 
base para uma variedade de doenças (incluindo o câncer) e o envelhecimento. A via 
BER é o caminho mais utilizado para lidar com danos em pares de bases. Essa via 
também está envolvida nas rupturas de cadeia simples de DNA induzidas por 
radicais livres. Uma das principais enzimas da via BER em mamíferos é a APE1 
(TELL et al., 2009; AL-ATTAR; GOSSAGE; FAREED, 2010). 
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As reações básicas da via BER exigem a atividade coordenada de um certo 
número de enzimas incluindo: (A) uma DNA glicosilase capaz de excisar uma base 
modificada; (B) uma endonuclease AP, tal como APE1, que cliva a ligação 
fosfodiéster 5 ', gerando 3'OH e 5'dRP terminal; (C) uma atividade de exonuclease 
(a-polimerase, FEN, APE1); (D) uma polimerase de DNA (a-polimerase, XRCC1, 
polimerase com PCNA) e, finalmente, uma atividade de ligação (DNA ligases I e III, 
XRCC1) (TELL et al., 2009; AL-ATTAR; GOSSAGE; FAREED, 2010). 
Todos os passos da via BER são finamente orquestrados, tanto do ponto de 
vista termodinâmico como cinético. Uma reparação precisa da base danificada evita 
a geração de produtos intermediários que sejam tóxicos para a célula. Isso implica 
na interação coordenada de vários intervenientes no processo BER e, quando 
necessário, sua interação com o mecanismo de replicação do DNA, como 
demonstrado pela co-imunoprecipitação das proteínas de reparação de BER com 
ciclina A e proteínas de replicação do DNA (TELL et al., 2009). 
A APE1 desempenha seu papel em vários contextos. É uma proteína com 
função dupla, envolvida tanto nas vias de reparo de excisão de base no DNA (BER) 
quanto na regulação transcricional eucariótica da expressão gênica. Este efeito é 
obtido como co-ativador redox de fatores de transcrição, como a proteína de 
resposta ao crescimento precoce 1 (Egr-1- early growth response protein 1), fator 
nuclear кB (NF-кB- nuclear factor NF-κB), p53, Fator indutor de hipóxia-1 (HIF-1- 
hypoxia-inducible factor 1), proteína de ligação ao elemento de resposta cAMP 
(CBER- cAMP response element binding protein), proteína ativadora 1 (AP-1- 
activator protein 1) e Pax (paired box-containing proteins) em diferentes sistemas 
celulares. Essas duas atividades biológicas estão localizadas em dois domínios 
distintos. O N-terminal, contendo a localização nuclear, é dedicada principalmente 
para a atividade redox, através de Cys65, enquanto o C-terminal exerce a atividade 
enzimática nos sítios abásicos de DNA (TELL et al., 2009; QING et al., 2015; WEI et 
al., 2016). 
Embora a parte C-terminal da proteína seja altamente conservada durante a 
filogenia, o N-terminal não é. As duas principais funções do APE1, redox e reparo, 
são completamente independentes em suas ações. Embora o local de reparo do 
DNA por APE1 tenha sido claramente delineado, o domínio redox não é totalmente 
esclarecido. O único resíduo de Cys requerido para a função redox completa é C65, 
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que está enterrado dentro da proteína.  Sendo assim, o papel vital do APE1 parece 
ser devido à sua via de reparo (TELL et al., 2009). 
Defeitos na etapa mediada por APE1 na via BER pode estar ligada à 
expressão gênica além de alterar o fator de transcrição APE1, em diferentes tipos de 
células em mamíferos. Sua expressão é principalmente nuclear e é crítico no 
controle de proliferação. Curiosamente, a expressão de APE1 está estritamente 
ligada a diferentes processos tumorigênicos. A necessidade de APE1 para a 
sobrevivência celular e sua frequente sobreexpressão em células tumorais sugerem 
fortemente um papel desta proteína na prevenção da morte celular e no controle da 
proliferação celular. No entanto, APE1 tem habilidade para ativar fatores de 
transcrição, tais como p53 e Egr-1, envolvidos principalmente no controle do ciclo 
celular (TELL et al., 2009; THAKUR et al., 2014). 
A proteína APE1 também pode estar localizada dentro das mitocôndrias em 
diferentes tipos de células, mas o papel nesta organela não foi completamente 
elucidado, bem como o mecanismo regulador molecular. O fato de APE1 ser 
essencial para a viabilidade celular foi demonstrado por estudos genéticos. Knockout 
de APE1 em Ratinhos provoca letalidade embrionária pós-implantação em dias E5 a 
E9 e tenta isolar APE1-knockout estável (TELL et al., 2009; TELL; DEMPLE, 2014).  
A superexpressão de APE1 foram encontradas em vários tipos de câncer e 
estão correlacionadas com invasão, metástase e quimio ou radio-resistência (TELL; 
DEMPLE, 2014; QING et al., 2015; WEI et al., 2016). No entanto, a desregulação de 
APE1 não é uma característica consistente em todos os tumores e seu papel na 
tumorigênese está atualmente em debate. Um estudo anterior sugeriu que a inibição 
da função redox de APE1 poderia dificultar a proliferação celular em câncer de 
próstata, reduzindo a atividade de ligação de NF-kB. Em contraste, outro estudo 
descobriu que a inibição da expressão de proteínas APE1 e VEGF diminuiu a 
proliferação celular e angiogênese em osteossarcoma. Da mesma forma, foi 
proposto que a sobreexpressão de APE1 aumentou a tumorigênese do câncer 
gástrico. Mas a relação entre APE1 e vários tipos de câncer ainda não é clara (QING 
et al., 2015). 
A associação entre a imunoexpressão do ligante de morte programada-1 (PD-
L1) e o APE1 com o prognóstico foi investigada em 107 casos de carcinoma gástrico 
humano. As taxas de expressão positiva de PD-L1 e APE1 foram de 50,5% e 86,9%, 
respectivamente. Expressões positivas das duas proteínas foram significativamente 
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associadas à profundidade de invasão, metástase linfonodal, tipo histopatológico, 
sobrevida global e estádio T mais elevado. A expressão de PD-L1 em cânceres 
gástricos altamente diferenciados foi maior do que em cânceres pouco diferenciados 
(p=0,008). Houve correlação entre a imunoexpressão das duas proteínas. A 
profundidade de invasão foi um fator prognóstico significativo, mas não houve 
relação significativa com PD-L1, APE1, prognóstico e outras características. A 
desregulação de PD-L1 e APE1 pode contribuir para o desenvolvimento e pior 
prognóstico do câncer gástrico. Esses resultados sugerem que a alta expressão de 
PD-L1 e APE1 é um fator de risco para o câncer gástrico e possível biomarcador 
para prever o prognóstico. O direcionamento das vias de sinalização PD-L1 e APE1 
pode ser uma nova estratégia para a terapia imune ao câncer e terapia direcionada 
para o câncer gástrico, especialmente em pacientes com invasão profunda e 
metástases (QING et al., 2015). 
Al-Attar, Gossage e Fareed (2010) investigaram se a expressão 
imunoistoquímica da APE1 teria impacto sobre resultados clinicopatológicos em 
câncer de ovário, gastro-esofágico e pancreático-biliar. No câncer de ovário, a 
expressão nuclear de APE1 foi observada em 71,9% dos tumores e correlacionada 
com o tipo de tumor e taxa de sobrevida. Nos cânceres gastro-esofágicos 
previamente expostos a quimioterapia neoadjuvante, 34,8% dos tumores foram 
positivos no núcleo, correlacionando-se com menor sobrevivência, enquanto a 
localização citoplasmática correlacionou-se com a desdiferenciação tumoral. No 
câncer pancreático-biliar, a coloração nuclear foi observada em 44% dos tumores. A 
ausência de coloração citoplasmática foi associada com invasão, invasão vascular e 
tumores pouco diferenciados. Concluíram que as correlações clinicopatológicas 
positivas da expressão de APE1 sugerem que APE1 é um alvo potencial de fármaco 
em pacientes com câncer de ovário, gastro-esofágico e pancreático-biliar. 
Em um estudo imunoistoquímico com 146 CCEOs de cabeça e pescoço, Hsia 
et al. (2016) detectaram elevada imunoexpressão de APE1 em 52,73% dos casos, o 
que foi correlacionado com a presença de metástase linfonodal, estando 
significativamente associada a um pior prognóstico e resposta ao tratamento 
reduzida. Mahjabeen et al. (2014) também encontraram elevada imunoexpressão de 
APE1 em 50 casos de CCEOs de cabeça e pescoço, sendo essa associada a um 
pior grau de malignidade. Outro estudo detectou imunoexpressão nuclear de APE1 
em 92,3% dos 65 casos de carcinoma esofágico estudados. Os autores não 
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observaram a expressão desta proteína em amostras normais de tecido esofágico 
(NAGOYA et al., 2014). 
 
2.4 XRCC1 (X-ray repair cross-complementing group 1) 
Danos ao DNA desempenham um papel importante na mutagênese, 
carcinogênese e envelhecimento. Há uma série de eventos químicos que levam aos 
danos no DNA incluindo hidrólise, exposição a espécies reativas de oxigênio (EROs) 
e outros metabólitos reativos. Estes eventos resultam de processos metabólicos 
endógenos, ou são desencadeados pela exposição a produtos químicos exógenos. 
É evidente que as mutações relacionadas a danos no DNA são causadas 
por fatores endógenos que são modulados por fatores exógenos, e é provável que 
essa combinação desempenhe um papel importante em muitos casos de câncer. O 
estresse oxidativo do DNA está presente em muitos tecidos incluindo o tecido 
tumoral (DE BONT; VAN LAREBEKE, 2004).  
O estresse oxidativo ocorre quando a produção de EROs excede os 
mecanismos naturais de defesa do corpo, causando danos a macromoléculas como 
o DNA. Qualquer alteração na eficácia do reparo do DNA irá alterar os níveis de 
estado estacionário de modificações oxidativas do DNA, o que por sua vez afeta a 
taxa de mutação e, finalmente, a incidência de câncer. Os danos oxidativos em 
pares de bases e as rupturas são os tipos mais freqüentes de danos ao DNA 
causados por EROs e se não reparados, podem levar a danos mais graves como a 
quebra da dupla cadeia, que contribui para o desenvolvimento do câncer. Há assim 
uma grande apreciação pelos sistemas moleculares concebidos para reparar o DNA 
danificado (THOMPSON; WEST, 2000). 
Existem diversos genes responsáveis pelo reparo celular. O dano em bases 
nitrogenadas é manuseado por um processo denominado de reparo por excisão de 
base. Um gene que está emergindo como um elemento essencial na reparação de 
bases danificadas é o XRCC1 (X-ray repair cross-complementing group 1) que está 
localizado na posição 19q13.2 (THOMPSON et al., 1990; CALDECOTT, 2003). Ele é 
composto por 17 éxons e tem uma distância genômica de 32 kb (THOMPSON; 
WEST, 2000). Esse gene possui papel fundamental no reparo do rompimento de 
fitas simples de DNA causada por oxidação de células humanas, de forma a ligar-se 
à enzima DNA ligase III (MASSON et al., 1998; CALDECOTT, 2003). No mecanismo 
de ação do gene XRCC1 também há envolvimento de outras enzimas, como a DNA 
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polimerase-β e a poli ADP-ribose polimerase. A deficiência desse gene torna o DNA 
hipersensível a esses danos (WANG et al., 2003; HU et al., 2004), conforme mostra 
a figura 4. 
 
Figura 4 – Estrutura da XRCC1 e o estresse Oxidativo. Esquema panorâmico da resposta 
da XRCC1 e seus parceiros protéicos interativos, a uma ruptura de uma única cadeia de 
DNA induzida por um carcinógeno ambiental e estresse oxidativo. 
                              
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Adaptado de Ladiges (2006). 
 
 
XRCC1 foi o primeiro gene humano envolvido no reparo a ser clonado 
(THOMPSON; WEST, 2000). As células sem o produto gênico são hipersensíveis à 
radiação ionizante, peróxido de hidrogênio, camptotecina e agentes alquilantes 
(CALDECOTT, 2003). Um estudo mostrou que o XRCC1 é necessário para o reparo 
eficiente do DNA (BREM; HALL, 2005).  
Essa proteína pertence ao grupo das proteínas scaffold (do inglês, andaime), 
que são reguladoras essenciais em diversas vias de sinalização. Sabe-se que tais 
proteínas regulam a transdução de sinais e ajudam a localizar componentes da via 
de sinalização, organizando-os em complexos. Atua no suporte a outros fatores de 
reparo, interagindo com a maioria dos componentes da BER, coordenando 
principalmente a função de enzimas que dão início à via, como MPG 
(methyladenine-DNA glycosylase protein), OGG1 and NEIL2 (protein endonuclease 
8-like 2). XRCC1 também interage com diversas outras proteínas envolvidas no 
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reparo do DNA pela via BER, incluindo DNA ligase IIIa, DNA polimerase beta, APE1, 
kinase/fofatase polinucleotídea e polimerases poli(ADP-ribose) 1 e 2 (PARP-1 and 2) 
(BREM; HALL, 2005; ALMEIDA; SOBOL, 2007). 
Nenhuma atividade enzimática conhecida foi atribuída a XRCC1, mas foram 
identificados três domínios interativos, mais um sinal de localização nuclear e um 
local de fosforilação para Ck2 (LOIZOU et al., 2004). O domínio N-terminal (NTD) é o 
local para a ligação de POL beta (DIANOVA et al., 2004). O XRCC1 tem dois 
domínios que são conservados e foram identificados pela primeira vez em BRCA1 
(breast cancer 1), e que medeiam as interações de proteínas (BEERNINK et al., 
2005) (Figura 5). 
 
Figura 5: Domínios XRCC1 e locais de ligação dos parceiros interativos com a proteína. 
            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Adaptado de Ladiges (2006). 
 
Um estudo que analisou a expressão imunoistoquímica de XRCC1 em 
espécimes coletados de pacientes com CCEO de cabeça e pescoço observou uma 
subregulação de XRCC1 em tecido tumoral quando comparado ao controle positivo. 
Essa subregulação foi maior em tumores pobremente diferenciados, com resultados 
semelhantes aos observados para carcinomas de pulmão e de estômago e também 
em meduloblastoma. Foi observado também uma correlação inversa entre a 
imunoexpressão de XRCC1 e APE1 (MAHJABEEN et al., 2014).  
Subregulação de XRCC1 também foi observada no processo de 
carcinogênese do trato gastrointestinal através de imunoistoquímica e PCR (Reação 
de Polimerase em Cadeia). Os autores observaram menor expressão dessa proteína 
em pacientes com câncer gástrico pobremente diferenciado. Também relataram que 
tecidos saudáveis apresentavam uma maior expressão de XRCC1 quando 
comparados aos casos de câncer gástrico (WANG et al., 2010).  
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Baixa imunoexpressão de XRCC1 foi relatado em carcinoma de bexiga. 
Sendo que, em um estudo com 157 casos, a maior imunoexpressão desta proteína 
mostrou-se significativamente relacionada a uma melhor taxa de sobrevida. Os 
autores não observaram, nesse estudo, associação estatística entre a expressão de 
XRCC1 e APE1 (SAKANO et al., 2013).  
 
2.5 P53 (Gene/proteína de supressão tumoral) 
 
Os genes supressores de tumor são os que têm a característica de impedir 
que as células adquiram características malignas. Eles são geralmente responsáveis 
pela regulação de check points durante a progressão do ciclo celular, assim como 
pela monitorização da replicação do DNA e mitose (TSANTOULIS et al., 2007).  
O gene supressor tumoral mais estudado é o gene TP53, que está localizado 
no cromossomo 17p. A proteína p53, que é codificada por esse gene, participa no 
controle do ciclo celular e também desempenha papel na apoptose de células com 
danos no DNA. Mutações nesse gene anulam sua atividade levando ao crescimento 
celular descontrolado, característica de células malignas (SWAMINATHAN et al., 
2012). 
A variedade de fatores, como o estresse celular e cofatores de transcrição 
podem influenciar a interação direta entre p53 e o reparo do DNA (VOGELSTEIN; 
LANE; LEVINE, 2000). Tais atividades ocorrem durante o desenvolvimento do 
câncer e resultam em mudanças biológicas, alterando o equilíbrio entre a apoptose e 
a sobrevivência celular (PETITJEAN et al., 2007; PASKULIN et al., 2012). Outros 
papéis para p53 têm sido estabelecidos, incluindo a senescência, angiogênese, 
autofagia e metabolismo de carbono e lipídeos (VOUSDEN; PRIVES, 2009).  
O TP53 é um gene regulador de uma extensa rede que garante a integridade 
do genoma frente a danos celulares, como alterações cromossômicas, depleção de 
metabólitos, choque térmico, hipóxia, oncoproteínas virais e ativação de oncogenes 
celulares (MENENDEZ et al., 2007; FERREIRA; ROCHA, 2010; PASKULIN et al., 
2012; SHAHBAZI; LOCK; LIU, 2013).  
Os tipos de estresse que promovem a ativação da p53 incluem as condições 
associadas com a iniciação e progressão do câncer. Desta forma, p53 é um ativador 
de transcrição de sequência específica, pois se liga a elementos dentro do genoma 
e ativa a transcrição de genes que residem nas imediações dos locais de ligação. 
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Existe um contexto celular, dentre eles a disponibilidade de sinais de sobrevivência, 
definido por eventos de sinalização intra e extracelulares, que promove alterações 
genéticas e afeta o estado funcional da p53 (OREN, 2003).  
Quando as células sofrem agressão, a p53 se acumula no núcleo, sua 
principal localização, onde pode regular os seus alvos de transcrição para induzir os 
eventos como apoptose e parada do ciclo celular. No entanto, também pode ter 
alguma função de transcrição no citoplasma e raramente, por indução da apoptos, 
será encontrada na membrana (ZHANG; XIONG, 2001; ERSTER et al., 2004). 
A p53 é uma molécula polipeptídica de 53 kD. Quando age como um fator de 
transcrição do ciclo celular, prende as células em fase G1 através da ativação da 
p21 ou desencadeia apoptose através da troca de genes que codificam co-fatores 
tais como BAX (BCL-2 associated protein X) e GADD45 (growth arrest and dna 
damage 45). Ela liga-se ao PCNA (antígeno nuclear de proliferação celular), um co-
fator para ciclina D, inibindo assim a transição da fase G1 para a fase S. Também 
ativa o gene que codifica a proteína de ligação a IGF 3 (insulin-like growth factors 3) 
(IGF-BP3- insulin-like growth factor-binding protein 3), bloqueando o fator de 
crescimento de insulina, o que causa a apoptose (SCHLIEPHAKE, 2003). 
A proteína p53 tem sua função supressora de tumor regulada de forma 
negativa, ou seja, inativada pelo gene Mdm2 (murine doble minute 2). As alterações 
genéticas das células tumorais, como a superexpressão da Mdm2, afetam seu 
estado funcional. A maior parte da regulação negativa de p53 é executada pela 
ligase de proteína ubiquitina Mdm2, que é um produto de um proto-oncogene 
expresso na maioria dos tumores (TANG et al., 2008; THOMASOVA et al., 2012; 
NAG et al., 2013). Mdm2 leva a expressão de p53 por três mecanismos. No primeiro, 
Mdm2 se liga a p53 no seu domínio de transativação e bloqueia sua capacidade de 
ativar a transcrição. No segundo, promove a exportação nuclear para o citoplasma. 
No terceiro, serve como uma ligase de ubiquitina e assim p53 é degradada 
(MICHAEL; OREN, 2003; THOMASOVA et al., 2012). 
É considerada uma proteína não histona, ou seja, que permanece após as 
histonas serem removidas, regulada por acetilação e desacetilação. Os níveis de 
acetilação da p53 aumentam, como já descrito, em resposta ao estresse. Na 
ausência de estresse celular, ela é mantida em baixos níveis, sem exercer efeito 
sobre o destino da célula. As alterações genéticas que tenham impacto sobre a 
competência de outras proteínas associadas a apoptose, o controle do ciclo celular e 
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o reparo de danos ao DNA, são capazes de modular a probabilidade da ação da 
p53, bem como o resultado da ativação biológica e suas múltiplas interações para 
controlar o crescimento das células neoplásicas. A escolha de subconjuntos 
específicos de genes-alvo e as interações de p53 com outras proteínas podem fazer 
a diferença entre a vida e a morte da célula em questão. O contexto celular, 
realizado pelo equilíbrio intra e extracelular nos eventos de sinalização, define se a 
ativação de p53 poupará a célula ou levará à sua morte por apoptose. Quando os 
sinais de sobrevivência celular estão disponíveis, a ativação de p53 levará, 
provavelmente, à interrupção da progressão do ciclo celular. Na ausência de fatores 
de sobrevivência adequada, será mais provável que p53 conduza à apoptose 
(OREN, 2003). 
A desregulação da supressão tumoral de p53 é observada em vários tipos 
de tumores, incluindo o câncer oral, e é conhecida por estar mutada em 
aproximadamente 70% dos tumores sólidos. A identificação de membros da sua via 
supressora, que podem estar alterados, possivelmente provam a importância dessa 
proteína em uma maior porcentagem de cânceres. Na biologia celular normal, ela 
atua como um regulador da síntese de DNA, sendo capaz de impor a parada do 
ciclo celular, ou ativar a apoptose sob estresse de replicação, interrompendo assim a 
proliferação de células potencialmente malignas. Como mencionado acima, a perda 
de heterozigose na região 17p13 nesse gene é muito comum em câncer oral 
(TSANTOULIS et al., 2007; JUREL et al., 2014). 
Na carcinogênese oral as alterações iniciais parecem ocorrer na camada de 
células basais sob a influência de fumo, álcool e/ou outros carcinógenos e pode 
envolver a desativação do TP53 e outros genes supressores de tumor. A transição 
do epitélio normal para o câncer invasivo é, frequentemente, acompanhada por 
inúmeras etapas que promovem a proliferação, angiogênese, invasão local e, 
eventualmente, disseminação metastática à distância (TSANTOULIS et al., 2007). 
Esse gene supressor de tumor está inativado em vários tipos de cânceres 
humano e foi implicado como um acontecimento em vários tipos tumorais. Estudos 
sobre alterações moleculares, instabilidade genômica usando marcadores 
microssatélites e inativação do gene supressor de tumor p53 em cânceres e lesões 
orais foram relatados (SARANATH et al., 1999, MAHALE; SARANATH, 2000). A 
inativação do gene TP53 através de mutações, elevada expressão, deleções e 
ligação a proteínas virais foi demonstrada em câncer oral em outras lesões orais 
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(RAYBAUD-DIOGÈNE et al., 1996; SARANATH; TANDLE; DOE, 1997; SARANATH 
et al., 1999). 
O gene TP53 parece estar mutado na transição de carcinoma superficial para 
invasivo. Essa alteração ocorre através de mutações pontuais e deleções. As 
mutações pontuais resultam em proteínas estruturalmente alteradas que sequestram 
as proteínas do tipo selvagem, inativando-a de uma forma "dominante-negativa". A 
deleção leva a uma redução e perda da expressão de p53 e das funções das 
proteínas. Foi demonstrado que a restauração da sua função em linhas celulares de 
câncer oral e demais tumores orais, induzidos em modelos animais, resulta na 
reversão do fenótipo maligno (JUREL et al., 2014). 
 Um polimorfismo no códon 72 do éxon 4 de p53, codificando para uma 
prolina (CCC) ou arginina (CGC), tem sido implicada na susceptibilidade a certos 
tipos de câncer, com aumento da prevalência Arg/Arg no câncer de colo do útero e 
genótipo Pro/Pro em câncer de pulmão (KAWAJIRI et al., 1993; JIN et al., 1995; 
MURATA et al., 1996; STOREY et al., 1998). Em outro estudo não se observou essa 
associação entre os genótipos Pro/Pro ou Arg/Arg e o aumento da suscetibilidade 
em câncer de mama, bexiga, colorretal e de cabeça e pescoço (KAWAJIRI et al., 
1993, HAMEL et al., 2000; TANDLE; SANGHVI; SARANATH, 2001), 
O valor prognóstico de p53 em câncer oral é incerto e alguns estudos não 
encontraram qualquer impacto na sobrevida dos pacientes. No entanto, sua 
expressão influencia no prognóstico do subconjunto de pacientes com baixo 
estadiamento clínico, sem linfonodos positivos, ou naqueles portadores de mutações 
TP53 específicas. Curiosamente, tumores com esta mutação parecem ser mais 
resistentes à radioterapia e essa informação poderia ser vital para a seleção de um 
tratamento (TSANTOULIS et al., 2007). 
Assim, a compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na iniciação 
e progressão do câncer oral ajudará a melhorar o prognóstico e a elaboração de 
novas formas de tratamento. No estudo de Swaminathan et al. (2012) verificou-se a 
expressão da ciclina D1 e p53 em carcinomas de células escamosas oral, bem como 
a correlação entre a expressão de ciclina D1 e p53 por meio de imunoistoquímica. 
Foram utilizados 20 fragmentos de CCEO e 10 de mucosa oral normal. A p53 foi 
positiva em 30% dos casos e a ciclina D1 em 40% dos casos normais. Para os 
CCEO a porcentagem positiva foi de 65% e 95% para p53 e ciclina D1, 
respectivamente. Nesse estudo, a expressão aumentada de p53 e ciclina D1 foi 
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observada em CCEO quando comparada com a mucosa oral normal e foi observada 
uma correlação positiva entre o aumento da expressão das proteínas em 
carcinomas. 
A imunoistoquímica não define a existência de mutações genéticas, mas 
existem dados que sugerem a relação entre o prolongamento da estabilidade da 
proteína p53 e, consequentemente, a sua expressão imunoistoquímica, com 
mutações ocorrendo, principalmente as mutações oncogênicas. É possível que o 
acúmulo da proteína p53 em células tumorais possa, em alguns casos, indicar a 
existência de um defeito regulatório na sequência codificadora protéica no gene, ao 
invés de uma mutação. Observou-se discrepâncias entre a expressão da proteína 
p53 e a presença de mutações e, além disso, pode ocorrer a mutação no gene 
TP53, sem aumento na expressão da proteína (LORAND-METZE, 2004).   
As células tumorais são geneticamente instáveis e acumulam rearranjos 
cromossômicos desequilibrados (PAMPALONA et al., 2012). Os telômeros, 
estruturas que formam as extremidades dos cromossomos, quando excessivamente 
curtos, promovem instabilidade cromossômica, observada no início da formação do 
câncer humano. O encurtamento dos telômeros ocorre devido à excessiva 
proliferação celular, com deficiência no ponto de checagem, por disfunção da p53, 
promovendo o aparecimento de extremidades não niveladas, levando a tipos 
complexos de anormalidades genômicas que são características das células 
tumorais (ARTANDI et al., 2000). 
A tetraploidia, três réplicas para cada cromossomo, também é observada 
nos primeiros estágios da carcinogênese. Os telômeros curtos disfuncionais, 
associados à deficiência no ponto de checagem do ciclo celular, também por 
disfunção da p53, podem promover a formação de células tetraplóides. A inativação, 
das vias moduladas pela p53, ocorre em muitos tipos de tumores em ambiente 
permissivo para a proliferação de células anormais (PAMPALONA et al., 2012).  
 
 
2.6 KI67 (Antígeno nuclear associado ao ciclo celular) 
 
A proliferação celular pode ser definida como o aumento do número de 
células resultante da complementação do ciclo celular. Este engloba uma cascata de 
eventos, processados de maneira ordenada, assegurando a duplicação fiel dos 
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componentes celulares em uma sequência lógica e a divisão destes componentes 
em duas células filhas. Existem pelo menos quatro fases distintas no ciclo celular: o 
período antes da síntese do DNA (G1), a fase de síntese de DNA (S), o período 
após a replicação do DNA (G2) e a fase mitótica (M) que culmina na divisão celular; 
As células fora do ciclo celular estão na chamada fase G0 e podem permanecer 
nesta fase por tempo indeterminado (ARISAWA et al., 1999; MALUMBRES; 
BARBACID, 2009). 
Estudos sobre os mecanismos envolvidos nesse processo, evidenciaram que 
estes são dirigidos por um grande número de macromoléculas controladoras, 
ativadas em sequências altamente organizadas e que funcionam como verdadeiros 
check points. Estas moléculas atuariam como um sistema de controle do ciclo 
celular, sendo capazes de checar no final de cada fase, por exemplo, se as 
condições são favoráveis à mitose, se há dano ao DNA, ou se a replicação 
cromossômica está exata, permitindo, então, o início da fase subsequente. A 
existência de falhas neste sistema permite que células geneticamente anormais 
dividam-se, acumulando danos genéticos ocasionando, em conseqüência, o início 
da progressão das neoplasias (ARISAWA et al., 1999; SOUZA et al., 2011). 
A proliferação celular descontrolada é considerada um dos mais importantes 
mecanismos biológicos envolvidos na oncogênese, tendo assim, um grande 
significado prognóstico em uma variedade de tumores. Os marcadores de 
proliferação celular têm sido classificados em três categorias:  marcadores de fração 
de crescimento; marcadores de fases específicas do ciclo celular e marcadores de 
tempo do ciclo celular. A fração de crescimento, isto é, a proporção que as células 
crescem dentro do ciclo, pode ser facilmente identificada pelo Ki67 ou anticorpo 
MIB-1 (mindbomb E3 ubiquitin protein ligase 1), identificando a expressão do 
antígeno nas fases G1, S, G2 e M do ciclo celular (MOTTA et al., 2009). 
O emprego de marcadores biológicos na avaliação do comportamento clínico 
das neoplasias constitui importante instrumento auxiliar, posto que as alterações 
determinantes da progressão da carcinogênese é o resultado de numerosos eventos 
celulares que ocorrem a nível genético e bioquímico. A utilização de técnicas 
imunoistoquímicas, aliando simplicidade, facilidade de manuseio pelos patologistas e 
amplo uso para diagnóstico, favoreceram inúmeros estudos correlacionando os 
resultados obtidos com a gradação histológica e ao prognóstico das neoplasias 
(ARISAWA et al., 1999; ALVES et al., 2016). 
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O Ki67 é uma proteína não histônica, com peso molecular de 345 a 349 Kd, 
presente no núcleo em todas as fases do ciclo da divisão celular (G1, S e G2) exceto 
G0, alcançando sua maior expressão nas fases G2 e M1. Sua denominação foi 
decorrente de sua identificação por Kiel (Alemanha) na 67ª placa de cultura tecidual. 
É um antígeno monoclonal, de vida média de uma hora. O cromossomo 10 parece 
estar envolvido na síntese proteica determinante do ciclo celular. Assim, vários 
trabalhos referenciam o Ki67 como protetor clínico do comportamento biológico das 
neoplasias malignas, pois diagnostica a síntese do DNA na neoplasia com o 
aumento da marcação de células malignas com este antígeno (ARISAWA et al., 
1999; BARBOSA et al., 2003; MOTTA et al., 2009; INWALD et al., 2013; ALVES et 
al., 2016). 
Como o Ki67 é exibido em todas as fases do ciclo celular, controlando de 
forma adjunta a proliferação celular, sua presença é considerada como um "índice 
de proliferação" em tumores. A função precisa do antígeno Ki67 no ciclo celular 
ainda é pouco conhecida, mas tem sido sugerido que esta proteína está possivel-
mente associada ao nucléolo e aos componentes fibrilares, e ainda parece 
desempenhar um papel essencial na síntese de ribossomos durante a divisão 
celular. Nos cânceres orais, os pacientes com tumores de alta positividade (92%) ou 
metástase linfonodal tiveram desfecho desfavorável, e estudos indicaram que Ki67 
poderia ser um importante fator prognóstico (KONDO et al., 2011; ALVES et al., 
2016). 
O estudo de Barbosa et al. (2003) identificou parâmetros clínicos, 
histopatológicos, imunohistoquímicos e de proliferação celular (Ki67) no prognóstico 
de carcinoma indiferenciado de grandes células em glândulas salivares maiores (11 
casos), através da análise com procedimentos histológicos e imunoistoquímicos e 
sua relação com o prognóstico nessas neoplasias. Os casos também foram 
revisados e subclassicados por perfis de positividade para citoqueratinas de alto 
e/ou baixos pesos moleculares. O índice mitótico e o índice de imunoproliferação 
celular (Ki67), apresentaram-se estatisticamente significativos, ao exibirem valores 
compatíveis com outras neoplasias de alto grau de malignidade das glândulas 
salivares maiores, destacando-se o carcinoma mucoepidermóide, carcinoma 
adenóide cístico e carcinoma acinar. A sub-classificação imunoistoquímica de 
positividade para citoqueratinas não apresentou diferenças estatisticamente 
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significativas em relação aos índices mitóticos e o índice de imunoproliferação 
celular (Ki67).  
Angiero et al. (2008) avaliaram a expressão imunoistoquímica de p53, p16 e 
Ki67 em lesões pré-cancerosas e no CCE da cavidade oral. Foram examinados 54 
espécimes de biópsia da cavidade oral obtidos durante um período de 3 anos, sendo 
18 casos de mucosa normal/hiperplásica, 25 de displasia e 11 de CCEO invasivo. O 
p16 foi negativo em todo os grupos, enquanto p53 e Ki67, quando presentes, foram 
limitados à camada basal em mucosa oral normal. No grupo das displasias, o 
número de células positivas para p16-, p53- e Ki67 aumentou à medida que o grau 
de displasia progrediu. No grupo dos carcinomas invasivos, ocorreu expressão de 
p53 e p16 respectivamente em 81,8% e 54,5%, enquanto Ki67 foi elevado em todos 
os casos. A imunoexpressão de p53 no epitélio displásico, em associação com Ki67, 
pode representar possíveis marcadores capazes de reconhecer a evolução de 
lesões potencialmente malignas em cavidade oral e ajudar na identificação do grau 
de displasia. 
Observou-se a imunoexpressão dos antígenos CA9, Ki67, transportador de 
glicose-1 (GLUT-1) e p53 em 107 indivíduos com carcinoma de células escamosas 
oral e examinou sua correlação com parâmetros clínico-patológicos. A análise de 
imunocoloração mostrou expressão de CA9 em 98% de indivíduos com câncer oral 
e a taxa de sobrevida que foi significativamente menor em indivíduos com expressão 
de antígeno CA9 em células com positividade de 50% ou mais. Os pacientes em T4, 
metástase linfonodal e pouco diferenciados, ou câncer em estádio IV com expressão 
de CA9 elevada (≥50%) tiveram pior resultado do que aqueles com baixa expressão 
de CA9. Embora a expressão de GLUT-1 tenha sido observada em 98% dos 
indivíduos, de forma semelhante à expressão de CA9, não foi observada correlação 
significativa entre a sua expressão e a taxa de sobrevida. Contudo, os indivíduos 
com metástase dos nódulos linfáticos apresentaram uma expressão de GLUT-1 
significativamente mais elevada, demonstrando que este poderia ser um indicador 
de metástase em nódulos linfáticos. O Ki67 foi expresso em 92% dos indivíduos, 
mas não foi observada correlação com o desfecho. A expressão de p53 foi 
observada em 78% dos indivíduos, e verificou-se que muitos cânceres orais têm 
anomalias genéticas neste gene, mas não foi observada correlação entre p53 e o 
desfecho. Foi confirmado que o antígeno CA9 é expresso na maioria dos indivíduos 
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com câncer oral, sugerindo a possibilidade de imunoterapia dirigida ao antígeno CA9 
neste tipo de câncer (KONDO et al., 2011). 
 Motta et al. (2009) correlacionaram a expressão imunoistoquímica de p53 e 
Ki67 nos carcinomas de céluas escamosas oral e de língua (28 casos) com o estado 
linfonodal, sexo, grau histológico, volume tumoral e estadiamento clínico. A p53 
analisada individualmente mostrou significância estatística quando comparado com 
o volume tumoral. Apesar de uma forte tendência, a relação de p53 com estado 
linfonodal não foi significativa. Quando p53 + Ki67 foi analisado e associado com o 
volume tumoral, foi observada significância. A literatura mostra que a expressão dos 
marcadores p53 e Ki67 está relacionada com presença de metástases para 
linfonodos e pior prognóstico. Nos carcinomas de células escamosas de cavidade 
oral, o p53 e o Ki67 estão relacionados a tumores de maior tamanho, metástase 
positiva para linfonodos e possivelmente com pior prognóstico. 
Outro aspecto que merece ser ressaltado é a definição das margens 
cirúrgicas pelo Ki67, pois demonstram a invasão tumoral por vezes não detectadas à 
microscopia óptica, sendo o aumento de sua positividade determinante de índices de 
pior prognóstico. Vale ressaltar que a positividade do Ki67 não é exclusiva das 
neoplasias malignas mas sim predominante em relação às benignas. Nos tecidos 
glandulares, por exemplo, é o melhor marcador de transformação maligna em 
carcinoma ex adenoma pleomórfico. Finalmente, foi salientada a positividade de 
Ki67 em carcinomas glandulares pós-irradiação como marcadores de recidiva, 
sendo tanto maior quanto a malignidade da neoplasia (BARBOSA et al., 2003). 
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3 PROPOSIÇÃO 
 
Sabendo-se da importância que as proteínas de reparo do DNA e proteínas 
relacionadas ao ciclo celular apresentam em diversas condições, tanto fisiológicas 
quanto patológicas, a proposição da seguinte pesquisa é avaliar a expressão 
imunoistoquímica das proteínas APE1, XRCC1, p53 e Ki67 em uma série de casos 
de carcinomas de células escamosas de língua oral, correlacionando-os entre si e 
com parâmetros clínicos e histopatológicos prognósticos dessas lesões. 
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 Materiais e Métodos 
 
 
64 
 
 
4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 
 
O presente estudo foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Liga 
Norte-Riograndense Contra o Câncer (CEP/LNRCC) com parecer número 838.556 
(anexo 1).  
 
4.2 CARACTERIZAÇÃO DO ESTUDO 
 
O estudo foi caracterizado como uma avaliação observacional, retrospectivo, 
com corte transversal, analítico e quantitativo da expressão das proteínas APE1, 
XRCC1, p53 e ki67 através de técnica imunoistoquímica em casos de CCELO. 
 
4.3 POPULAÇÃO  
 
A população de CCELO foi constituída pelos casos diagnosticados e 
arquivados entre 2000 a 2010 no serviço de Anatomia Patológica da Liga Norte-
Riograndense Contra o Câncer. 
 
4.4 SELEÇÃO DA AMOSTRA  
 
A amostra foi intencional e não probabilística, compreendendo todos os casos 
de CCEs de língua que se adequaram aos critérios de inclusão estabelecidos, 
perfazendo o total de 58 casos selecionados.  
 
4.4.1 Critérios de inclusão da amostra 
 
 CCEOs localizados nos 2/3 anteriores da língua (língua oral); 
 Casos de CCEs de língua oral provenientes de ressecção cirúrgica, os quais 
possibilitaram a avaliação do front de invasão tumoral; 
 Casos cujos blocos em parafina apresentaram quantidade suficiente de 
material para realização do estudo imunoistoquímico;  
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 Casos em que seus prontuários apresentaram todos os dados necessários 
para a realização do estudo clínico. 
 Casos que possuíam registro de 5 anos de acompanhamento para fins de 
análise do desfecho. 
  
4.4.2 Critérios de exclusão da amostra 
 
Foram excluídos da amostra casos localizados em terço posterior de língua, 
já que esses se encaixam na categoria de CCE de orofaringe.  
 
4.5 ESTUDO CLÍNICO E MORFOLÓGICO 
 
A partir dos prontuários dos pacientes foram obtidas informações sobre as 
seguintes características clínicas: sexo, idade, data de início do tratamento, tipo de 
tratamento recebido, estadiamento clínico, presença de metástase linfonodal, 
metástase à distância, recidiva e desfecho. Ressalta-se que a coleta dos dados 
clínicos foi realizada com auxílio de ficha elaborada para essa pesquisa (APÊNDICE 
A).  
Dos espécimes de CCELOs selecionados, emblocados em parafina, foram 
obtidas lâminas histológicas para averiguação da quantidade de tecido lesional 
remanescente e análise morfológica. Cortes de 5μm de espessura foram realizados 
e corados pela técnica da Hematoxilina/Eosina (H/E). As lâminas foram escaneadas 
(3D HISTECH) e dois examinadores previamente treinados realizaram a análise da 
gradação histopatológica de malignidade dos espécimes, no front de invasão 
tumoral, de acordo com o sistema proposto por Brandwein-Gensler et al. (2005) 
(Quadro 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
66 
 
 
Quadro 2 – Avaliação histopatológica de risco proposta por Brandwein-Gensler et al., 
(2005).  
Avaliação Histopatológica de Risco 
Variável 
Histopatológica 
Valores atribuídos 
0 1 3 
Invasão perineural Nenhum Pequenos nervos Grandes nervos (>1mm) 
Infiltrado 
inflamatório 
Contínuo Grandes agregados Nenhum 
Pior padrão de 
invasão 
1 – “Pushing 
border” (contínuo) 
2 – “Finger-like” 
(Projeções 
digitiformes) 
3 – Grandes ilhas, 
com mais de 15 
células 
4 – Pequenas ilhas 
tumorais, com 
menos de 15 
células em cada 
5 – Ilhas satélites, com 
>1mm de distância do 
fronte de invasão 
tumoral. 
Pontuação de 
risco (soma dos 
pontos) 
Risco de 
recorrência local 
Probabilidade de 
sobrevida total 
Indicação para 
radioterapia adjuvante 
0 Baixo Boa Não 
1 ou 2 Intermediário Intermediária Não 
3 a 9 Alto Pobre Sempre 
Fonte: Adaptado de Brandwein-Gensler et al. (2005). 
 
 
4.6 ESTUDO IMUNOISTOQUÍMICO 
 
4.6.1 Método imunoistoquímico 
 
Os ensaios imunoistoquímicos foram realizados em cortes histológicos de 
3µm de espessura, dispostos em lâminas histológicas, previamente limpas, 
desengorduradas e posteriormente silanizadas (3-aminopropyltrietoxy-silano, Sigma 
Chemical CO, St Louis, MO, USA), seguindo-se a técnica de estreptavidina-biotina-
peroxidase padrão. Os anticorpos primários utilizados e suas respectivas diluições 
estão dispostas no quadro 3. As lâminas foram incubadas em estufa a 70ºC por 3 
horas e após este período foram desparafinizadas em xilol e gradiente de álcool. Foi 
realizada a recuperação antigênica com citrato pH 6,0 em panela Pascal. Após 
bloqueio da atividade endógena da peroxidase (solução aquosa de H202 a 10V), 
foram incubados os anticorpos primários (diluição e tempo de incubação conforme 
recomendações do fabricante) a 4oC em câmara úmida. Foi adicionado o anticorpo 
secundário biotinilado seguido do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase, sendo 
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revelado com o cromógeno diaminobenzidina (DAB) (Sigma Co., S. Louis, EUA) 
tendo o peróxido de hidrogênio como substrato. Após a revelação, as lâminas foram 
contra coradas com hematoxilina de Harrys. Como controle positivo foi utilizado 
carcinoma ductal de mama para APE1, XRCC1, p53 e tecido de amígdala para Ki67. 
Como controle negativo foi omitido o anticorpo primário para todas as reações. 
 
Quadro 3 – Anticorpos utilizados para a reação de imunoistoquímica. 
Anticorpo Clone Recuperação 
antigênica 
Diluição Tempo de 
incubação 
Fabricante 
Anti-APE1 Ab3722 Trilogy, Pascal 121oC, 30 
minutos 
1:500 Overnight ABCAM 
Anti-XRCC1 33-2-5 Trilogy, Pascal 121oC, 30 
minutos 
1:2000* Overnight* Lab Vision 
Anti-p53 DO-7 Trilogy, Pascal, 121°C, 
30 minutos 
1:200 60 min DAKO 
Corporation 
Anti-Ki67 MIB-1 Trilogy; Pascal, 121°C, 
30 minutos 
1:200 60 min. DAKO 
Corporation 
Fonte: Projeto de pesquisa. 
 
 
4.6.2 Análise imunoistoquímica 
 
Para o APE1 e XRCC1 o procedimento de análise foi feito de forma semi-
quantitativa, por dois observadores, em dias diferentes, utilizando-se microscópio 
óptico. A análise da marcação imunoistoquímica foi realizada de forma global em 
toda extensão do front de invasão tumoral. 
Foram consideradas positivas as células que exibiram coloração acastanhada 
no núcleo e citoplasma, independente da intensidade de marcação.  
 A análise semi-quantitativa para o APE1 e XRCC1 foi adaptada da 
metodologia proposta por Hsia et al. (2015) e Mahjabeen et al. (2014). As células do 
front de invasão tumoral foram avaliadas em microscopia de luz com magnificação 
de 200X e 400X e os casos classificados em: escore 1 (0-10% de células 
imunomarcadas), escore 2 (11-50% de células imunomarcadas) e escore 3 (> 50% 
de células imunomarcadas). Para análise estatística, as células que apresentaram 
escorem 1 e 2 foram agrupadas na categoria baixa expressão (≤50% de células 
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imunomarcadas) e as que apresentaram >50% de células imunomarcadas, na 
categoria alta imunoexpressão. 
Para p53 e ki67 o procedimento de análise foi feito de forma quantitativa, 
utilizando-se microscópio de luz para obtenção de fotos e contagem através do uso 
do software para processamento e análise de imagens Image J®. Foi considerada 
positiva a coloração nuclear acastanhada, independentemente da intensidade da 
coloração. Foram realizadas fotos sequenciais do front de invasão tumoral na 
ampliação de 400x e procedeu-se a contagem. Nos espécimes positivos, os índices 
de marcação foram calculados de acordo com metodologia adaptada de Kumar, 
Kane e Rathod (2012) por contagem manual de células na área do front de invasão 
até perfazer o total de 1000 células contadas, estabelecendo o percentual de células 
positivas presente nesta quantidade. Após contagem os casos foram classificados 
de acordo com metodologia adaptada de Motta et al. (2009) em baixa expressão (0 
a 50% de células imunomarcadas) e alta expressão (≤ 50% de células 
imunomarcadas). 
 
4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Inicialmente, realizou-se a análise estatística descritiva objetivando 
caracterizar a amostra. Foram calculadas as frequências absolutas e percentuais 
para as variáveis categóricas, bem como as medidas de tendência central e de 
variabilidade para as variáveis quantitativas. Em seguida, para determinar 
associação entre a imunoexpressão das proteínas APE1, XRCC1, p53 e Ki67, 
parâmetros clínicos prognósticos e gradação histológica de malignidade dos casos 
de carcinoma de células escamosas de língua oral empregou-se o teste qui-
quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher, quando apropriado (LARSON; 
FARBER, 2016). O nível de significância foi fixado em p < 0,05. Todas as análises 
foram realizadas usando o software IBM SPSS, versão 20.0, e considerando um 
intervalo de confiança de 95%.  
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5 RESULTADOS 
 
5.1 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA  
 
      Foram selecionados 58 casos de carcinoma de células escamosas de língua 
oral para compor a amostra desta pesquisa, diagnosticados entre janeiro de 2001 e 
dezembro de 2010, nos hospitais da Liga Norte Riograndense Contra o Câncer – 
Natal/RN. Durante esse período, foram diagnosticados 282 casos de CCE de língua 
oral, dos quais 138 (47,16%) foram tratados por ressecção cirúrgica do tumor. 
Obedecendo aos critérios de inclusão estabelecidos para este estudo, foram 
eliminados os casos nos quais o material biológico armazenado em blocos de 
parafina era insuficiente para análise (n=8) e também aqueles cujos blocos não 
foram encontrados no arquivo (n=56). Foram incluídos apenas os casos que 
possuíam registro de cinco anos de seguimento ou registro de óbito, para fins de 
análise do desfecho. 
Do total de casos avaliados neste estudo, verificou-se que a maioria era do 
sexo masculino (n = 39; 67,2%), possuía 60 anos ou mais (n = 35; 60,3%), 
apresentava histórico de alcoolismo (n = 33; 68,8%) e tabagismo (n = 45; 86,5%). 
Mais da metade dos casos era de tumor em estágio avançado (n = 30; 52,6%), 
submetidos a tratamento cirúrgico associado a outras modalidades (radioterapia 
e/ou quimioterapia) (n = 43; 74,1%).  
Um total de 19 pessoas (32,8%) apresentaram recidiva local em até 2 anos e 
a maioria dos casos não apresentaram metástase linfonodal com comprovação de 
biópsia (n = 32, 55,2%). Apenas 26 casos apresentaram dados sobre etapa do 
diagnóstico do comprometimento linfonodal, sendo 24 destes (41,4%) já 
apresentando comprometimento linfonodal no momento do diagnóstico e apenas 2 
(3,4%) durante o tratamento. Sobre o desfecho, 21 pessoas vieram a óbito (36,2%), 
conforme pode ser obsevado na Tabela 1 de caracterização da amostra. 
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Tabela 1 – Distribuição dos casos de acordo com as características sócio-demográficas e 
clínicas. 
Variáveis n % 
Gênero [58]   
Masculino 39 67,2 
Feminino 19 32,8 
Grupo etário [58]   
Até 59 anos 23 39,7 
60 anos ou mais 35 60,3 
Alcoolismo [48]   
Não 15 31,3 
Sim 33 68,8 
Tabagismo [52]   
Não 7 13,5 
Sim 45 86,5 
Estado da doença [58]   
Sem sinal 30 51,7 
Óbito 21 36,2 
Estável/progressão 7 12,1 
Estadiamento clínico TNM [57]   
Inicial (estágios I ou II) 27 47,4 
Avançado (estágios III ou IV) 30 52,6 
Presença de recidiva local em até 2 anos [58]   
Não 39 67,2 
Sim 19 32,8 
Metástase linfonodal com comprovação de biópsia [58]   
Não 32 55,2 
Sim 26 44,8 
Etapa do diagnóstico do comprometimento linfonodal [26]   
No diagnóstico 24 41,4 
Durante o tratamento 2 3,4 
Presença de metástase à distância [58]   
Não 54 93,1 
Sim 4 6,9 
Tratamento [58]   
Apenas cirurgia 15 25,9 
Cirurgia e outros 43 74,1 
Fonte: Autora, 2018. 
Nota. Os valores entre [ ] indicam o total de casos válidos para cada variável. 
 
 
5.2 RESULTADOS DA ANÁLISE MORFOLÓGICA 
 
Para a gradação histopatológica de todos os casos utlizou-se o modelo 
de análise de risco proposto por Brandwein-Gensler et al. (2005). Verificou-se 
que em 37 casos (63,79%) houve invasão perineural em nervos pequenos 
(<1mm) (Figura 6). O infiltrado inflamatório mostrou-se contínuo na maioria 
dos casos (n = 32, 55,1%) (Figura 7). O pior padrão de invasão predominante 
foi o tipo 4 (no qual as células invadem em ninhos com menos de 15 células), 
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compreendendo 46 casos (79,3%) (Figura 8). Ao final da análise de risco, 
observou-se predominância dos casos pertencentes ao grupo de risco 
intermediário (n= 33, 56,8%) (Tabela 2). 
Tabela 2 – Distribuição absoluta e relativa dos parâmetros de análise histopalógica dos 
casos de carcinoma de células escamosas de língua oral segundo proposto por Brandwein-
Gensler et al. (2005). 
PARÂMETRO N % 
INVASÃO PERINEURAL   
NÃO HÁ 21 36,2 
EM NERVOS PEQUENOS  37 63,7 
INFILTRADO LIFOCÍTICO   
CONTÍNUO 32 55,1 
EM PLACAS 15 25,8 
POUCO OU NENHUM 11 18,9 
PIOR PADRÃO DE INVASÃO   
PADRÃO 1,2 OU 3 9 15,51 
PADRÃO 4 46 79,3 
PADRÃO 5 3 6,5 
GRADAÇÃO FINAL PELO SISTEMA DE BRANDWEIN-
GENSLER 
  
BAIXO RISCO 4 6,8 
RISCO INTERMEDIÁRIO 33 56,8 
ALTO RISCO 21 36,2 
TOTAL   58   100 
 
Fonte: Autora, 2018. 
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Figura 6 – Carcinoma de células escamosas de língua oral exibindo invasão perineural em 
pequeno fascículo nervoso (HE; Barra = 50μm). 
 
 
Figura 7 – Carcinoma de células escamosas de língua oral exibindo infiltrado linfocitário 
contínuo (HE; Barra = 500μm). 
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Figura 8 – Carcinoma de células escamosas de língua oral exibindo pior padrão de invasão 
tipo 4 e escasso infiltrado linfocitário (HE; Barra = 100μm). 
 
 
5.3 RESULTADO DA ANÁLISE IMUNOISTOQUÍMICA 
Na tabela 3, observa-se que a maioria dos casos apresentou alta 
imunoexpressão para APE1 (n = 36; 62,1%), assim como para XRCC1 (n = 38; 
65,5%). Já para Ki67 e p53, houve uma distribuição igual quando os casos foram 
categorizados em baixa e alta expressão (n = 29, 50%). 
As figuras de 9 a 16 mostram o padrão de marcação para cada 
imunomarcador utilizado neste estudo. 
 
Tabela 3 – Distribuição dos casos de acordo com as características imunoistoquímicas. 
Variáveis n % 
Imunoexpressão de de APE1 [58]   
Baixa 22 37,9 
Alta 36 62,1 
Imunoexpressão de XRCC1 [58]   
Baixo 20 34,5 
Alto 38 65,5 
Imunoexpressão de Ki 67 [58]   
Baixo 29 50,0 
Alto 29 50,0 
Imunoexpressão de p53 [58]   
Baixo 29 50,0 
Alto 29 50,0 
Fonte: Autora, 2018. 
Nota. Os valores entre [ ] indicam o total de casos válidos para cada variável. 
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Figura 9 – Carcinoma de células escamosas de língua oral exibindo imunoexpressão 
positiva de APE1 >50% no front de invasão tumoral (HiDef; Barra = 1000μm). 
 
Figura 10 – Carcinoma de células escamosas de língua oral exibindo imunoexpressão 
citoplasmática de APE1 (HiDef; Barra=100μm). 
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Figura 11 – Carcinoma de células escamosas de língua oral exibindo imunoexpressão 
nuclear e citoplasmática de APE1 (HiDef; Barra = 50μm). 
 
 
Figura 12 – Carcinoma de células escamosas de língua oral exibindo imunoexpressão 
positiva de XRCC1 >50% no front de invasão tumoral (HiDef; Barra = 200μm). 
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Figura 13 – Carcinoma de células escamosas de língua oral exibindo alta imunoexpressão 
de XRCC1 (HiDef; Barra = 50μm). 
 
 
Figura 14 – Carcinoma de células escamosas de língua oral exibindo alta imunoexpressão 
de p53 no front de invasão tumoral (HiDef; Barra = 200μm). 
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Figura 15 – Carcinoma de células escamosas de língua oral exibindo alta imunoexpressão 
de p53 (HiDef; Barra = 50μm). 
 
 
Figura 16 – Carcinoma de células escamosas de língua oral exibindo alta imunoexpressão 
de ki67 no front de invasão tumoral (HiDef; Barra = 500μm). 
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5.4 RESULTADOS DA ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
As Tabelas 4, 5, 6 e 7 mostram os resultados da comparação dos níveis de 
imunoexpressão das proteínas APE1, XRCC1, p53 e Ki67 entre si, com os 
parâmetros clínicos prognósticos e gradação histológica de malignidade dos casos 
de carcinoma de células escamosas de língua oral.  
Não se constatou associação estatisticamente significativa entre a 
imunoexpressão de APE1, XRCC1, p53 e Ki67, assim como entre essas e os 
parâmetros clínicos e a gradação histológica de malignidade dos tumores (p-valores 
> 0,05). 
Também não se verificou associação estatisticamente significativa entre a 
imunoexpressão das proteínas APE1 e XRCC1 com as proteínas p53 e Ki67 em 
carcinoma de células escamosas de língua oral (p-valores > 0,05). Por outro lado, 
associação estatisticamente significativa foi observada entre o estadiamento clínico 
do tumor e a imunoexpressão de p53 (p = 0,047) e XRCC1 (p = 0,005). A 
imunoexpressão de XRCC1 foi significativamente maior (alta) nos casos de lesão em 
estágio inicial I e II (n = 23; 62,2%) e baixa em estágios avançados III e IV (n=16, 
80%) e a imunoexpressão de p53 foi significativamente maior nos casos de lesão 
em estágio avançado (n = 19; 65,5%) e baixa em estágios iniciais (n=17, 60,7%). 
Por fim, não se verificou associação estatisticamente significativa entre a 
presença de metástase linfonodal nos carcinomas de células escamosas de língua 
oral e a gradação histológica de malignidade dos tumores (p = 0,215) (Tabela 8). 
 
Tabela 4 – Comparação do nível de imunoexpressão de APE1 de acordo com parâmetros 
clínicos prognósticos dos casos de carcinoma de células escamosas de língua oral, 
gradação histopatológica de malignidade, estádio clínico (TNM) e imunoexpressão de outras 
proteínas. 
 
Variável 
Imunoexpressão de APE1   
Baixa Alta Total p-valor 
n (%) n (%) n (%)  
Presença de recidiva local em até 2 anos 0,647 (a) 
Não 14 (63,6) 25 (69,4) 39 (67,2)  
Sim 8 (36,4) 11 (30,6) 19 (32,8)  
Presença de metástase linfonodal com comprovação de biópsia 0,311 (a) 
Não 14 (63,6) 18 (50,0) 32 (55,2)  
Sim 8 (36,4) 18 (50,0) 26 (44,8)  
Presença de metástase a distância 0,630 (b) 
Não 20 (90,9) 34 (94,4) 54 (93,1)  
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Sim 2 (9,1) 2 (5,6) 4 (6,9)  
Gradação histopatológica de malignidade 0,999 (b) 
Baixo risco 1 (4,5) 3 (8,3) 4 (6,9)  
Risco intermediário 13 (59,1) 20 (55,6) 33 (56,9)  
Alto risco 8 (36,4) 13 (36,1) 21 (36,2)  
Estadiamento clínico TNM 0,390 (a) 
 Inicial (estágios I ou II) 12 (54,5) 15 (42,9) 27 (47,4)  
 Avançado (estágios III ou IV) 10 (45,5) 20 (57,1) 30 (52,6)  
Imunoexpressão de Ki 67    0,588 (a) 
 Baixa 12 (54,5) 17 (47,2) 29 (50,0)  
 Alta 10 (45,5) 19 (52,8) 29 (50,0)  
Imunoexpressão de p53    0,279 (a) 
 Baixa 13 (59,1) 16 (44,4) 29 (50,0)  
 Alta 9 (40,9) 20 (55,6) 29 (50,0)  
Imunoexpressão de XRCC1    0,999 (b) 
 Baixa 8 (36,4) 12 (33,3) 20 (34,5)  
 Alta 14 (63,6) 24 (66,7) 38 (65,5)  
Estado da doença    0,516 (b) 
 Sem sinal 10 (45,5) 20 (55,6) 30 (51,7)  
 Óbito 8 (36,4) 13 (36,1) 21 (36,2)  
 Estável/progressão 4 (18,2) 3 (8,3) 7 (12,1)  
Fonte: Autora, 2018. 
Nota. (a) Teste qui-quadrado de Pearson; (b) Teste exato de Fisher. 
 
Tabela 5 – Comparação do nível de imunoexpressão de XRCC1 de acordo com parâmetros 
clínicos prognósticos dos casos de carcinoma de células escamosas de língua oral, 
gradação histopatológica de malignidade, estádio clínico (TNM) e imunoexpressão de outras 
proteínas. 
Variável 
Imunoexpressão de 
XRCC1 
  
Baixa Alta Total p-valor 
n (%) n (%) n (%)  
Presença de recidiva local em até 2 anos 0,361 (a) 
Não 15 (75,0) 24 (63,2) 39 (67,2)  
Sim 5 (25,0) 14 (36,8) 19 (32,8)  
Presença de metástase linfonodal com comprovação de biópsia 0,092 (a) 
Não 8 (40,0) 24 (63,2) 32 (55,2)  
Sim 12 (60,0) 14 (36,8) 26 (44,8)  
Presença de metástase a distância 0,999 (b) 
Não 19 (95,0) 35 (92,1) 54 (93,1)  
Sim 1 (5,0) 3 (7,9) 4 (6,9)  
Gradação histopatológica de malignidade 0,389 (b) 
Baixo risco 0 (0,0) 4 (10,5) 4 (6,9)  
Risco intermediário 13 (65,0) 20 (52,6) 33 (56,9)  
Alto risco 7 (35,0) 14 (36,8) 21 (36,2)  
Estadiamento clínico TNM 0,005 (b)* 
 Inicial (estágios I ou II) 4 (20,0) 23 (62,2) 27 (47,4)  
 Avançado (estágios III ou IV) 16 (80,0) 14 (37,8) 30 (52,6)  
Imunoexpressão de Ki 67    1,000 (a) 
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 Baixa 10 (50,0) 19 (50,0) 29 (50,0)  
 Alta 10 (50,0) 19 (50,0) 29 (50,0)  
Imunoexpressão de p53    0,097 (a) 
 Baixa 7 (35,0) 22 (57,9) 29 (50,0)  
 Alta 13 (65,0) 16 (42,1) 29 (50,0)  
Estado da doença    0,499 (b) 
 Sem sinal 10 (50,0) 20 (52,6) 30 (51,7)  
 Óbito 9 (45,0) 12 (31,6) 21 (36,2)  
 Estável/progressão 1 (5,0) 6 (15,8) 7 (12,1)  
Fonte: Autora, 2018. 
Nota. (a) Teste qui-quadrado de Pearson; (b) Teste exato de Fisher; * p < 0,05. 
 
Tabela 6 – Comparação do nível de imunoexpressão de Ki67 de acordo com parâmetros 
clínicos prognósticos dos casos de células escamosas de língua oral, gradação 
histopatológica de malignidade, estádio clínico (TNM) e imunoexpressão de outras 
proteínas. 
Variável 
Imunoexpressão de Ki67   
Baixa Alta Total p-valor 
n (%) n (%) n (%)  
Presença de recidiva local em até 2 anos 0,780 (a) 
Não 20 (69,0) 19 (65,5) 39 (67,2)  
Sim 9 (31,0) 10 (34,5) 19 (32,8)  
Presença de metástase linfonodal com comprovação de biópsia 0,291 (a) 
Não 14 (48,3) 18 (62,1) 32 (55,2)  
Sim 15 (51,7) 11 (37,9) 26 (44,8)  
Presença de metástase a distância 1,000 (b) 
Não 27 (93,1) 27 (93,1) 54 (93,1)  
Sim 2 (6,9) 2 (6,9) 4 (6,9)  
Gradação histopatológica de malignidade 0,080 (b) 
Baixo risco 0 (0,0) 4 (13,8) 4 (6,9)  
Risco intermediário 16 (55,2) 17 (58,6) 33 (56,9)  
Alto risco 13 (44,8) 8 (27,6) 21 (36,2)  
Imunoexpressão de p53    0,066 (a) 
Baixa 18 (62,1) 11 (37,9) 29 (50,0)  
Alta 11 (37,9) 18 (62,1) 29 (50,0)  
Estadiamento clínico TNM 0,083 (a) 
 Inicial (estágios I ou II) 10 (35,7) 17 (58,6) 27 (47,4)  
 Avançado (estágios III ou IV) 18 (64,3) 12 (41,4) 30 (52,6)  
Estado da doença    0,279 (b) 
 Sem sinal 12 (41,4) 18 (62,1) 30 (51,7)  
 Óbito 13 (44,8) 8 (27,6) 21 (36,2)  
 Estável/progressão 4 (13,8) 3 (10,3) 7 (12,1)  
Fonte: Autora, 2018. 
Nota. (a) Teste qui-quadrado de Pearson; (b) Teste exato de Fisher. 
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Tabela 7 – Comparação do nível de imunoexpressão de p53 de acordo com parâmetros 
clínicos prognósticos dos casos de carcinoma de células escamosas de língua oral, 
gradação histopatológica de malignidade, estádio clínico (TNM) e imunoexpressão de outras 
proteínas. 
 
Variável 
Imunoexpressão de p53   
Baixa Alta Total p-valor 
n (%) n (%) n (%)  
Presença de recidiva local em até 2 anos 0,780 (a) 
Não 20 (69,0) 19 (65,5) 39 (67,2)  
Sim 9 (31,0) 10 (34,5) 19 (32,8)  
Presença de metástase linfonodal com comprovação de biópsia 0,113 (a) 
Não 19 (65,5) 13 (44,8) 32 (55,2)  
Sim 10 (34,5) 16 (55,2) 26 (44,8)  
Presença de metástase a distância 0,611 (b) 
Não 26 (89,7) 28 (96,6) 54 (93,1)  
Sim 3 (10,3) 1 (3,4) 4 (6,9)  
Gradação histopatológica de malignidade 0,349 (b) 
Baixo risco 1 (3,4) 3 (10,3) 4 (6,9)  
Risco intermediário 19 (65,5) 14 (48,3) 33 (56,9)  
Alto risco 9 (31,0) 12 (41,4) 21 (36,2)  
Estadiamento clínico TNM 0,047 (a)* 
Inicial (estágios I ou II) 17 (60,7) 10 (34,5) 27 (47,4)  
Avançado (estágios III ou IV) 11 (39,3) 19 (65,5) 30 (52,6)  
Estado da doença    0,572 (b) 
Sem sinal 14 (48,3) 16 (55,2) 30 (51,7)  
Óbito 10 (34,5) 11 (37,9) 21 (36,2)  
Estável/progressão 5 (17,2) 2 (6,9) 7 (12,1)  
Fonte: Autora, 2018. 
Nota. (a) Teste qui-quadrado de Pearson; (b) Teste exato de Fisher; * p < 0,05. 
 
Tabela 8 – Comparação entre a ocorrência de metástase linfonodal com comprovação de 
biópsia e gradação histopatológica de malignidade. 
 
Variável 
Metástase linfonodal 
com comprovação de 
biópsia 
  
Sim Não Total p-valor 
n (%) n (%) n (%)  
Gradação histopatológica de malignidade 0,215 (b) 
Baixo risco 0 (0,0) 4 (12,5) 4 (6,9)  
Risco intermediário 16 (61,5) 17 (53,1) 33 (56,9)  
Alto risco 10 (38,5) 11 (34,4) 21 (36,2)  
Fonte: Autora, 2018. 
Nota. (b) Teste exato de Fisher. 
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6 DISCUSSÃO 
 
Os avanços nas investigações das alterações moleculares que ocorrem nas 
células submetidas à transformação maligna ajudam a desvendar os mecanismos de 
ocorrência e progressão dos tumores. Neste sentido, a identificação de moléculas 
específicas associadas ao processo carcinogênico tem conduzido ao conhecimento 
de um crescente número de marcadores moleculares que demonstram relação com 
as características das neoplasias malignas, complementando os parâmetros clínicos 
e histológicos tradicionalmente utilizados. Assim, é possível identificar o grupo dos 
pacientes de alto risco, contribuindo para estimativas mais confiáveis sobre o 
prognóstico da doença e orientando as condutas terapêuticas (SCHLIEPHAKE, 
2003). No sentido de ajudar a esclarecer ou identificar biomarcadores de prognóstico 
do CCEO, tem se destacado os genes de reparo de DNA, especulando-se que uma 
de suas funções seja influenciar no ciclo celular (QING et al., 2015). 
Os genes de reparo do DNA e suas proteínas correspondentes estão 
envolvidos na correção de danos provocados por agentes carcinogênicos, como 
álcool, tabaco e radiação ultravioleta. Os mecanismos envolvidos no reparo do DNA 
são de interesse para as pesquisas com câncer pelo fato de que mutações nos 
genes de reparo podem ser responsáveis pelo desenvolvimento de tumores e de 
resistência das células malignas a agentes quimioterápicos (KROKAN et al., 2000; 
ROBERTSON et al., 2009; ZHAO; USDIN, 2015). 
Poucos estudos investigaram o papel da expressão de proteínas de reparo do 
DNA em associação com proteínas envolvidas com o ciclo celular na carcinogênese 
oral (MAHJABEEN et al., 2014). Este fato, associado ao papel determinante destas 
proteínas na tumorigênese humana, motivou essa pesquisa a analisar a expressão 
imunoistoquímica das proteínas de reparo de DNA (APE1, XRCC1) e das proteínas 
envolvidas no ciclo celular (p53 e ki67), associando-as entre si e com parâmetros 
clínicos e histopatológicos em CCE de língua oral, uma vez que este é o sítio 
intraoral de maior acometimento e pior prognóstico, visando contribuir para o melhor 
entendimento da participação dessas proteínas no desenvolvimento desta neoplasia. 
           Histopatologicamente, os 58 casos de CCE de língua oral, caracterizavam-se 
por uma desordem proliferativa de células do epitélio de revestimento, que 
expressava graus variados de similaridade com suas células de origem. As células 
exibiam, por vezes, citoplasma bastante eosinofílico, núcleo vesiculoso de tamanho 
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aumentado com hipercromatismo, pontes intercelulares proeminentes, figuras de 
mitoses típicas ou atípicas, pleomorfismo celular, pleomorfismo nuclear e pérolas de 
ceratina. Estas células invadiam o tecido conjuntivo de forma isolada ou em grupos, 
formando cordões, ninhos e lençóis e havia possibilidade de avaliação do front de 
invasão tumoral. Observou-se, em alguns casos, invasão vascular, perineural e 
muscular, corroborando os achados clássicos encontrados na literatura (BATISTA et 
al., 2010; NEVILLE et al., 2016). 
 Ao analisar as características clínicas dos casos incluídos nesta pesquisa, 
observou-se que a maioria dos pacientes era do sexo masculino, com 60 anos ou 
mais e histórico de alcoolismo e tabagismo, corroborando os dados relatados por  
Antunes et al. (2007), que afirmaram que o carcinoma de células escamosas 
representa 90 a 95% dos casos de câncer de língua, acomete preferencialmente 
indivíduos do sexo masculino, na faixa etária situada entre a 6ª e 8ª décadas de vida 
e está relacionado principalmente ao consumo de fumo e álcool. 
O consumo de tabaco, nas suas mais diversas formas, tem sido mencionado 
como fator de risco para o câncer oral, porém o tabaco na forma de fumo é o mais 
consumido e o principal fator associado ao CCEO (JOHNSON, 2001). Segundo Petti 
(2009), cerca de 75% dos casos de câncer oral são atribuídos ao uso do tabaco 
(fumado e/ou mascado). O tabaco contém mais de 50 carcinógenos em potencial 
tais como nitrosaminas e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (GRUPTA; MURTI; 
BHONSLE, 1996). Alguns deles podem causar alteração no gene supressor de 
tumor p53 ou em outros genes que regulam o ciclo celular, ou modulam o sistema 
imune (BRENNAN et al., 1995).  
A relação entre câncer oral e uso do álcool é independente do tipo de bebida 
alcoólica e está associado com a quantidade de etanol ingerido e com o tempo de 
seu consumo (MC DOWELL, 2006). O álcool favorece a absorção dos carcinógenos 
do tabaco pelas células do epitélio oral por possuir ação solvente e promover um 
aumento da susceptibilidade do indivíduo ao câncer, pois leva à imunossupressão e 
à deficiência nutricional (DOBRÓSSY, 2005). O álcool não é um carcinógeno direto, 
pois precisa ser metabolizado em várias formas de aldeídos que têm propriedades 
carcinogênicas (WOGAN et al., 2004; SCULLY; BAGAN, 2009). Estudos mostram 
que a oxidação do etanol pode ser realizada pela flora bucal, produzindo 
acetaldeído, substância considerada como pró-tumoral (HOMANN et al., 2000; 
KURKIVUORIRT, 2006). 
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O principal fator de risco para o desenvolvimento do câncer oral é o uso conjunto 
do fumo e do álcool (SILVA et al., 2011). Quando o hábito de fumar está associado 
ao etilismo, há efeitos sinérgicos na carcinogênese do tabaco. Além disso, 
aproximadamente 80% dos pacientes dependentes de álcool relatam fumar cigarros 
(KOHN; TSOH, WEISNER, 2003). Estudo realizado por Znaor et al. (2003) constatou 
que o consumo de álcool juntamente com o hábito de fumar aumentava em quase 5 
vezes a chance de o indivíduo adquirir câncer oral.  
Nesse trabalho verificou-se que mais da metade dos casos era de tumor em 
estágio avançado (n = 30; 52,6%), com gradação histopatológica avaliada em risco 
intermediário (n = 33; 56,9%), submetidos a tratamento cirúrgico associado a outras 
modalidades (n = 43; 74,1%). Um total de 19 pessoas (32,8%) apresentaram 
recidiva local em até 2 anos. Apenas 26 casos apresentaram dados sobre etapa do 
diagnóstico do comprometimento linfonodal, sendo que destes, a grande maioria, 24 
casos (41,4%) estavam com comprometimento linfonodal no momento do 
diagnóstico e apenas 2 (3,4%) durante o tratamento. Sobre o desfecho, 21 pessoas 
vieram à óbito (36,2%). Esses resultados são amparados pelos relatos da literatura 
vigente, como os que segem abaixo. 
O CCEO caracteriza-se por apresentar frequente invasão perineural, recidivas 
precoces, altas taxas de invasão local e metástase, possuindo, portanto, grande 
agressividade. Muitos pacientes morrem em decorrência da disseminação local ou 
regional da doença (OGBUREKE et al., 2007; SILVA et al., 2011). Por tais motivos 
se faz necessário realizar o diagnóstico precoce dessa doença, visto que sua 
detecção em estágios iniciais reduz a mortalidade, morbidade e diminui a extensão 
da cirurgia necessária ao tratamento, que leva frequentemente à perda da função, 
mutilação, depressão e pobre qualidade de vida (MEHROTA; GUPTA, 2011). O fato 
de a maioria dos casos ser de estágio avançado pode ser explicado porque em 
estágio inciais o CCEO é indolor, fazendo com que haja demora pela procura por 
diagnóstico e tratamento. Quando apresenta sintomas e ocorre o diagnóstico, já se 
encontra em estágios avançados (AL-JABER; AL-NASSER; EL-METWALLY, 2016.  
Segundo Lim (2006), Sano; Myers (2007) e Rusthoven et al. (2008) o carcinoma 
de células escamosas de língua oral é o tipo de câncer da cavidade oral mais 
relacionado com metástases para linfonodos e mais susceptível à invasão local e 
metástases à distância. Dessa forma, pacientes com CCELO tem prognóstico 
significativamente pior quando comparado com lesões similares de orofaringe, 
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laringe e aquelas situadas em outras localizações da cavidade oral. Para Antunes et 
al. (2007) não somente o sítio anatômico mas também o tipo histológico e o estádio 
clínico são fatores prognósticos para a doença. Analisando esses relatos 
conseguimos associar os resultados do presente estudo onde, os casos de CCELO, 
são, em sua maioria, de estágio clínico avançado, com grau histopatológico 
intermediário, com frequente envolvimento linfonodal, recidiva local e metástase.  
No estudo de Costa et al. (2002), eles investigaram a existência da correlação 
entre o estadiamento clínico TNM, localização anatômica e o prognóstico do 
CCEOs. Foi evidenciado que pacientes com lesões localizadas em lábio inferior 
encontravam-se predominantemente em estágio I e aquelas com lesões em língua 
apresentavam-se em estágio III e IV. Estes resultados sugerem que os CEOs em 
língua, palato mole e assoalho bucal tendem a ser mais agressivos e infiltrativos do 
que os tumores localizados em lábio, possuindo assim, pior prognóstico. 
A base do tratamento para o CCEO é a excisão cirúrgica. A cirurgia e a 
radioterapia adjuvantes combinados, incluindo o tumor primário e os linfonodos 
regionais, são comumente utilizadas nos estágios mais avançados (III e IV). Esta 
técnica está sendo cada vez mais utilizada em pequenos tumores, estágio II, que 
apresentam indicadores patológicos de metástase linfonodal e invasão perineural. 
Para tumores no estágio I a excisão cirúrgica é eficaz e preserva bastante a função 
do paciente (NEVILLE ET AL., 2016). 
Sabe-se que o CCEO apresenta fatores de acometimento multifatoriais. 
Fatores extrínsecos como fumo e álccol podem gerar alterações genéticas 
cumulativas e isso reflete a suscetibilidade e a tendência do genoma para adquirir 
múltiplas alterações, o que conduz ao desequilíbrio no ciclo celular, incluindo 
divisão, diferenciação e apoptose. (JOHNSON; JAYASEKARA; AMARASINGHE, 
2011; NEVILLE et al., 2016).  
Quando o organismo é exposto a agentes mutagênicos, proteínas 
responsáveis pelo reparo do DNA são produzidas para remoção do dano genético. A 
via de reparo BER, incluindo os genes APE1, XRCC1 e suas proteínas 
correspondentes participam desse processo de reparo de danos ao DNA, através da 
remoção de pares de bases danificadas (SOUZA et al., 2011)  
Os resultados do presente estudo com relação à imunoexpressão dessas 
proteínas ressaltaram que a maioria dos casos apresentaram alta imunoexpressão 
para APE1 (N = 36; 62,1%), sugerindo papel desta na carcinogênese dos CCE de 
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língua oral. Corroborando, Hsia et al. (2016) detectaram elevada imunoexpressão de 
APE1 em 52,73% dos 146 CCEOs e de cabeça e pescoço avaliados. Mahjabeen et 
al. (2014) também encontraram elevada imunoexpressão de APE1 em 50 casos de 
CCEOs e de cabeça e pescoço. Outro estudo detectou imunoexpressão nuclear de 
APE1 em 92,3% dos 65 casos de carcinoma esofágico estudados (NAGOYA et al., 
2014). 
Apesar da elevada imunoexpressão, os resultados da comparação com 
XRCC1, p53 e Ki67 não mostraram associação estatisticamente significante, assim 
como para os parâmetros clínicos prognósticos e gradação histológica de 
malignidade dos casos de CCELO (p-valores > 0,05). 
A necessidade de APE1 para a sobrevivência celular e sua frequente 
imunoexpressão elevada em células tumorais sugerem fortemente um papel desta 
proteína na prevenção da morte celular e no controle da proliferação celular. No 
entanto, APE1 tem habilidade para ativar fatores de transcrição, tais como p53 e 
Egr-1, envolvidos principalmente no controle do ciclo celular (TELL et al., 2009; 
THAKUR et al., 2014). Apesar de a literatura sugerir associação de APE1 com 
fatores de transcrição como o p53 e controle do ciclo celular, essa ligação não foi 
observada na presente pesquisa.  
A desregulação de APE1 não é uma característica consistente em todos os 
tumores e seu papel na tumorigênese está atualmente em debate. Sugere-se que a 
inibição da função redox de APE1 poderia dificultar a proliferação celular em câncer 
de próstata, reduzindo a atividade de ligação de NF-kB. Em contraste, a inibição da 
expressão de proteínas APE1 e VEGF diminuiu a proliferação celular e angiogênese 
em osteossarcoma. Da mesma forma, foi proposto que a alta expressão de APE1 
aumentou a tumorigênese do câncer gástrico. Mas a relação entre APE1 e vários 
tipos de câncer ainda não é clara (QING et al., 2015). 
Associando os resultados dessa pesquisa sobre o APE1 com os descritos por 
Tell et al. (2009); Qing et al. (2015); Wei et al. (2016), pode-se inferir que para os 
casos de CCE de língua oral, analisados nesse estudo, sua função possa ser de 
reparo e não relacionado à associação com o fator de transcrição p53 e com o Ki67, 
portanto, com o processo de proliferação celular. Porém, especula-se que APE1 
possa também ter associação com outros fatores de transcrição importantes como 
proteína de resposta ao crescimento precoce 1 (Egr-1), fator nuclear кB (NF-кB), 
fator indutor de hipóxia-1 (HIF-1), proteína de ligação ao elemento de resposta 
89 
 
 
cAMP (CBER), proteína ativadora 1 (AP-1) e Pax, fatores esses que não foram 
analisados na presente pesquisa, não podendo descartar sua função no processo de 
controle do ciclo celular. 
A APE1 desempenha seu papel em vários contextos. É uma proteína com 
função dupla, envolvida tanto nas vias de reparo de excisão de base no DNA (BER) 
quanto na regulação transcricional eucariótica da expressão gênica. Este efeito é 
obtido como co-ativador redox de fatores de transcrição, como a proteína Egr-1, 
fator nuclear кB (NF-кB), p53, fator indutor de hipóxia-1 (HIF-1), proteína de ligação 
ao elemento de resposta cAMP (CBER), proteína ativadora 1 (AP-1) e Pax em 
diferentes sistemas celulares. Essas duas atividades biológicas estão localizadas em 
dois domínios distintos. O N-terminal, contendo a localização nuclear, é dedicada 
principalmente para a atividade redox, através de Cys65, enquanto o C-terminal 
exerce a atividade enzimática nos sítios abásicos de DNA (TELL et al., 2009; QING 
et al., 2015; WEI et al., 2016). 
Embora a parte C-terminal da proteína seja altamente conservada durante a 
filogenia, o N-terminal não é. As duas principais funções do APE1, redox e reparo, 
são completamente independentes em suas ações. Embora o local de reparo do 
DNA por APE1 tenha sido claramente delineado, o domínio redox não é totalmente 
esclarecido. O único resíduo de Cys requerido para a função redox completa é C65, 
que está enterrado dentro da proteína.  Sendo assim, o papel vital do APE1 parece 
ser devido à sua via de reparo (TELL et al., 2009), corroborando os achados desta 
pesquisa. 
Quando se testou associação da imunoexpressão da APE1 e a classificação 
dos casos segundo o sistema de gradação histopatológica proposto por Brandwein-
Gensler et al. (2005), não se observou associação estatística significante. Esses 
achados assemelham-se aos encontrados por Hsia et al. (2015) e Souza et al. 
(2011), que também não observaram associação entre a expressão da APE1 e 
casos de CCEO e CCE de lábio definidos pela OMS (2005) como bem, 
moderadamente ou pobremente diferenciados, respectivamente. Por sua vez, no 
estudo de Mahjabeen et al. (2014), os casos de CCE de cabeça e pescoço 
estudados demonstraram maior expressão da APE1 em casos pobremente 
diferenciados (p<0,05). Essas diferenças podem se dar por conta dos diversos 
fatores etiológicos que estão envolvidos na patogênese de tumores em sítios 
anatômicos diferentes, o que pode influenciar na evolução e prognóstico. 
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O valor prognóstico de APE1 foi avaliado em outros tipos de câncer. Woo et 
al. (2014) observaram elevada imunoexpressão nuclear dessa proteína em casos de 
câncer de mama, mostrando uma tendência à associação com pior prognóstico, em 
relação à sobrevida livre de doença. Entretanto, esses autores também não 
observaram associação com outros fatores prognósticos. Já Qing et al. (2015) 
observaram que para casos de câncer do trato gastrointestinal a elevada expressão 
de APE1 esteve significativamente associada com profundidade de invasão, 
metástase linfonodal, subtipo histopatológico, sobrevida global e tamanho do tumor. 
É inegável que a superexpressão da APE1 em neoplasias malignas foi 
ressaltada neste estudo e nos citados previamente. Segundo Hsia et al. (2015) e 
Mahjabeen et al. (2014), a alta expressão desta proteína pode estar realmente 
envolvida com a progressão tumoral ou pode conferir resistência terapêutica às 
células tumorais e, por isso, influenciar negativamente o prognóstico dos pacientes 
com câncer. O fato de não observarmos associação estatística entre sua expressão 
e os parâmetros clínicos pode estar relacionado a características intrínsecas da 
amostra, como o tamanho amostral ou a maioria dos casos já se encontrarem em 
estágios III e IV. O resultado para os parâmetros histopatológicos desse e outros 
estudos mostram que esta proteína provavelmente não está relacionada a um pior 
grau histopatológico de malignidade, entretanto, diferenças metodológicas nos 
sistemas de gradação utilizados prejudicam essa comparação. Enquanto o sistema 
proposto por Brandwein-Gensler et al. (2005) faz uma análise do risco 
histopatológico, o sistema mais utilizado por outros estudos (OMS, 2005) determina 
apenas o grau de diferenciação do tumor, sendo uma análise mais subjetiva. 
Quando avaliada a imunoexpressão da proteína XRCC1, esta mostrou-se 
elevada (n = 38; 65,5%) na maioria dos casos, sugerindo papel desta na 
carcinogênese dos CCE de língua oral.  Resultados semelhantes foram encontrados 
por Ang et al. (2011) para 138 casos de CCECP (incluindo 57 CCEOs), dos quais 
55,8% apresentaram alta imunoexpressão de XRCC1. Nix et al. (2004) observaram 
elevada expressão nuclear de XRCC1 em 63% dos casos resistentes ao tratamento 
radioterápico, enquanto apenas 43% dos casos radiossensíveis apresentaram 
elevada expressão da proteína, em estudo com pacientes portadores de CCE de 
laringe. Entretanto, o estudo de Mahjabeen et al. (2014) demonstrou expressão tanto 
nuclear quanto citoplasmática da XRCC1 em 50 casos de CECP (incluindo 14 casos 
de CCEOs); os autores observaram baixa expressão da proteína na maioria dos 
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casos. Resultados variados na expressão da XRCC1 também foram demonstrados 
em câncer gástrico e de bexiga por Sakano et al. (2013) e Wang et al. (2010). 
Portanto, assim como para a APE1, estes resultados podem ter sido influenciados 
pelo clone do anticorpo utilizado, como também pelas características da amostra, 
incluindo tumores de origens diferentes. 
Os resultados da comparação dos níveis de imunoexpressão das proteínas 
XRCC1 com APE1, p53 e Ki67 não mostraram associação estatisticamente 
significativa entre si em casos de carcinoma de células escamosas de língua oral (p-
valores > 0,05). 
A proteína XRCC1 pertence ao grupo das proteínas reguladoras, que são 
essenciais em diversas vias de sinalização, não apresentando atividade enzimática 
(LOIZOU et al., 2004). Sabe-se que tal proteína regula a transdução de sinais e 
ajuda a localizar componentes da via de sinalização, organizando-os em complexos. 
Atua no suporte a outros fatores de reparo, interagindo com a maioria dos 
componentes da via BER, coordenando principalmente a função de enzimas que 
dão início à via, como MPG, OGG1 e NEIL2. A XRCC1 também interage com 
diversas outras proteínas envolvidas no reparo do DNA pela via BER, incluindo DNA 
ligase IIIa, DNA polimerase beta, APE1, kinase/fofatase polinucleotídea e 
polimerases poli(ADP-ribose) 1 e 2 (PARP-1 and 2) (BREM; HALL, 2005; ALMEIDA; 
SOBOL, 2007). 
 Apesar de a literatura demonstrar que XRCC1 interage com APE1, ajudando 
a localizar componentes da via de sinalização, e neste estudo as duas proteínas 
mostraram-se com imunoexpressão elevada, quando associadas, não apresentaram 
resultados estatisticamente significativos.  Resultado semelhante foi obsevado por 
Sakano et al. (2013) em carcinoma de bexiga, onde os autores também não 
observaram associação estatística significativa entre a expressão de XRCC1 e 
APE1. Entretanto, foi observado uma correlação inversa entre a imunoexpressão de 
XRCC1 e APE1 por MAHJABEEN et al. (2014) em CCEO de cabeça e pescoço, 
carcinomas de pulmão, de estômago e também em meduloblastoma. 
Foi realizada a associação entre a expressão desta proteína e os parâmetros 
clínicos e histopatológicos. Somente foi observada associação estatisticamente 
significativa entre a imunoexpressão da XRCC1 e o estágio clínico (p = 0,005). A 
imunoexpressão de XRCC1 foi significativamente maior nos casos de lesão em 
estágio inicial (I e II) (n = 23; 62,2%) e menor nos casos com estágios avançados (III 
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e IV) (n = 16, 80%) (p=0,05). Mahjabeen et al. (2014) também demonstraram alta 
expressão de XRCC1 nos casos com estágio I e II (p<0,001). Ang et al. (2011) não 
encontraram associação entre esses parâmetros, mas demonstraram que a alta 
expressão de XRCC1 esteve relacionada a uma menor sobrevida. 
Existem resultados conflitantes sobre o significado da alta expressão de 
XRCC1 em diferentes tipos de neoplasias e com diferentes desfechos. O estudo de 
Abdel-Fatah et al. (2013) identificou que a superexpressão de XRCC1 está 
associada a piores desfechos em carcinoma de ovário. Ao contrário, estudos 
realizados em carcinoma de bexiga (SAKANO et al., 2013), de esôfago (WEI et al., 
2015) e de colo uterino (BAJPAI et al., 2013) demonstraram que a superexpressão 
de XRCC1 está relacionada a melhores parâmetros clínicos, morfológicos e de 
seguimento destas neoplasias. Assim, nesta pesquisa, levando em consideração a 
alta imunoexpressão em estágios iniciais e menor imunoexpressão em estágios 
avançados pode-se sugerir que talvez essa exerça seu papel normal de proteção, 
porém novos estudos tornam-se necessários para confirmar tal suposição já que não 
se encontrou associação estatística com outros parâmetros clínicos como recidiva e 
desfecho, assim como os autores citados acima (ANG et al., 2011; MAHJABEEN et 
al., 2014). Também não foram encontradas associações significativas para os 
parâmetros histopatológicos, diferindo do encontrado por Mahjabeen et al. (2014), 
que observaram associação entre a subexpressão de XRCC1 e casos pobremente 
diferenciados de CCE de cabeça e pescoço. 
É importante ressaltar que, em alguns tipos de câncer, segundo relato de Ang 
et al. (2011), as proteínas XRCC1 e APE1 permitem e facilitam o processo de reparo 
do DNA e são, portanto, especialmente importantes em pacientes sob tratamento 
quimio e radioterápico. A radiação ativa o processo de morte celular ao induzir 
danos ao DNA, como danos às bases nitrogenadas, quebra de fita simples, quebra 
de fita dupla e recombinações entre as fitas de DNA. Por sua vez, a quimioterapia, 
particularmente a baseada no uso da platina, provoca ligação do fármaco ao DNA, 
formando adutos que distorcem a estruturada do mesmo, causando danos e morte 
celular. A combinação da quimioterapia com a radiação aumenta o efeito citotóxico 
geral da radioterapia ao induzir mais danos ao DNA e prejudicar o seu reparo. Esse 
reparo é, até certo ponto, processado pelos complexos enzimáticos da via BER. 
Portanto, uma alta expressão de suas principais proteínas pode aumentar a 
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capacidade das células tumorais de reparar o seu DNA, provocando resistência ao 
tratamento em alguns tipos de câncer. 
Não se verificou, nesse estudo, associação estatisticamente significativa entre 
a imunoexpressão das proteínas de reparo APE1 e XRCC1 com as proteínas 
relacionadas com o ciclo celular p53 e Ki67 em carcinoma de células escamosas de 
língua oral (p-valores > 0,05). Associação estatisticamente significativa foi observada 
entre o estadiamento clínico do tumor e a imunoexpressão de p53 (p = 0,047). A 
imunoexpressão de p53 foi significativamente maior nos casos de lesão em estágio 
avançado III e IV (n = 19; 65,5%) e menor nos casos com estágios iniciais I e II 
(n=17, 60,7%). 
O valor prognóstico da p53 em câncer oral é incerto e alguns estudos não 
encontraram qualquer impacto na sobrevida dos pacientes. Ao contrário dos 
resultados dessa pesquisa, Tsantoulis et al. (2007) afirmaram que sua expressão 
influencia no prognóstico de pacientes com baixo estadiamento clínico, sem 
linfonodos positivos, ou naqueles portadores de mutações TP53 específicas. 
A imunoistoquímica não define a existência de mutações genéticas, mas 
existem dados que sugerem a relação entre o prolongamento da estabilidade da 
proteína p53 e, conseqüentemente, a sua expressão imunoistoquímica, com 
mutações ocorrendo, principalmente as mutações oncogênicas. É possível que o 
acúmulo da proteína p53 em células tumorais possa, em alguns casos, indicar a 
existência de um defeito regulatório na seqüência codificadora protéica no gene, ao 
invés de uma mutação. Observaram-se discrepâncias entre a expressão da proteína 
p53 e a presença de mutações e, além disso, pode ocorrer a mutação no gene 
TP53, sem aumento na expressão da proteína (LORAND-METZE, 2004).  Sendo 
assim, não podemos inferir, nesse trabalho imunoistoquímico, que o acúmulo da p53 
em estágios avançados do CCE de língua oral seja devido a mutações, sendo 
necessário realização de outras pesquisas associando outras técnicas. 
O cruzamento entre imunoexpressão de Ki67 e p53 (p-valor = 0,066) foi 
marginalmente significativo. Entre os casos em que se observou imunoexpressão de 
Ki 67 elevada, a imunoexpressão de p53 também foi elevada (n = 18; 62,1%). Não 
houve significância estatística quando associado a imunoexpressão de Ki67 e p53 
com padrões clínicos prognósticos e com a gradação histopatológica (p˃0,05) 
Apesar de os resultados da associação entre p53 e Ki67 não terem sido 
estatisticamente significativos, notou-se que há uma tendência positiva entre essas 
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duas proteínas, que é o que normalmente se encontra na literatura, como o relato de 
Motta et al. (2009), diferindo que neste foi achado também associação com 
parâmetros clínicos prognósticos. Neste estudo, eles correlacionaram a expressão 
imunoistoquímica de p53 e Ki67 nos carcinomas de céluas escamosas oral e de lín-
gua (28 casos) com o estado linfonodal, sexo, grau histológico, volume tumoral e 
estadiamento clínico. A p53 analisada individualmente mostrou significância esta-
tística quando comparado com o volume tumoral. Apesar de uma forte tendência, a 
relação de p53 com estado linfonodal não foi significativa. Quando p53 + Ki67 foi 
analisado e associado com o volume tumoral, foi observada significância.  
A literatura mostra que a expressão dos marcadores p53 e Ki67 está 
relacionada com presença de metástases para linfonodos e pior prognóstico. Nos 
carcinomas de células escamosas de cavidade oral as proteínas p53 e o Ki67 estão 
relacionadas entre si e com tumores de maior tamanho, metástase positiva para 
linfonodos e possivelmente com pior prognóstico. Talvez, o resultado marginalmente 
positivo observado na presente pesquisa seja devido às características da amostra. 
Por fim, não se verificou associação estatisticamente significativa entre a 
presença de metástase linfonodal nos carcinomas de células escamosas de língua 
oral e a gradação histológica de malignidade dos tumores (p = 0,215). 
Algumas limitações para a realização dessa pesquisa merecem ser 
ressaltadas, pois podem ajudar a elucidar alguns resultados encontrados, como 
auxiliar a realização de novos estudos sobre o assunto abordado. Tratou-se de um 
estudo retrospectivo e, por isso, diferentes fatores como a coleta de blocos de 
material parafinado suficientes para o estudo imunoistoquímico e de informações 
clínicas bem documentadas, que mostrassem um acompanhamento de no mínimo 
cinco anos dos pacientes vivos, influenciou diretamente no tamanho amostral que 
pode não ter sido o suficiente para gerar significância estatística em alguns 
cruzamentos. Apesar dessas restrições, o fato de se trabalhar com um único sítio 
anatômico, foi possível traçar um perfil fidedigno da amostra e avaliar o desfecho da 
doença. 
Para finalizar, os resultados aqui apresentados mostraram que a alta 
imunoexpressão das proteínas APE1, XRCC1, p53 e Ki67 não estão associadas de 
forma significativa entre si, como também não houve associação com aos 
parâmetros clínicos e histopatológicos nos casos de câncer de língua oral 
estudados; não podendo, portanto, serem utilizadas como marcadores prognósticos 
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independentes. Sabe-se também que a desregulação no controle do ciclo celular 
influencia na iniciação do processo carcinogênico, porém essa inferência não pode 
ser fornecida com os resultados aqui apresentados sobre as proteínas analisadas.  
Apesar disso, acredita-se que a desregulação dessas e outras proteínas 
envolvidas na via BER participem na iniciação e progressão do câncer. Outros 
estudos tornam-se relevantes, principalmente envolvendo diferentes técnicas, para 
explorar na sua totalidade os mecanismos moleculares que contribuem para a 
desregulação desses genes e suas proteínas e ajudar a esclarecer o seu papel no 
câncer oral e em seus diferentes sítios de acometimento. 
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7 CONCLUSÃO 
 
Com base nos resultados desta pesquisa, pode-se concluir que: 
 
1. A alta imunoexpressão da XRCC1 mostrou-se significativamente associada a um 
melhor estadiamento clínico e a p53 com pior estadiamento clínico em carcinoma de 
células escamosas de língua oral. Apesar disto, a imunoexpressão das proteínas 
XRCC1, APE1, p53 e Ki67 não apresentaram associação significativa entre si e com 
os demais parâmetros clínicos: metástase, recidiva e desfecho ou com parâmetros 
de gradação histopatológica.  
2. Não houve associação significativa entre as proteínas de reparo do DNA (XRCC1 
e APE1) e as proteínas relacionadas com o ciclo celular (p53 e Ki67). 
3. A alta imunoexpressão das proteínas APE1 e XRCC1 observada em carcinoma 
de células escamosas de língua oral sugere sua importância no desenvolvimento e 
progressão desta doença; no entanto, os resultados desta pesquisa indicam que a 
expressão imunoistoquímica dessas proteínas não está associada aos parâmetros 
prognósticos estudados nesta neoplasia. 
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APÊNDICE A 
 
Ficha para coleta de dados clínicos 
 
Ficha para anotação:                          Data: ____/____/_______ 
 
Nº do prontuário:____________ 
Nº na Patologia:______________ 
 
Coleta de informações do prontuário 
 
Nome:_______________________________________________ 
Gênero: ______Idade:______ Data de nascimento: ___/____/________ 
Localização:_____________  
Estadiamento: T______  N_______  M _______ 
Data da biópsia excisional: ____/_____/______ 
Data do início do tratamento: ____/_____/______ 
Tratamento recebido: (                  ) {[1-cirurgia; 2-radioterapia; 3-quimioterapia], mais 
de um tratamento, colocar os nº correspondentes}    
Metástase linfonodo: (      )  ____/____/_______ 
Metástase à distância: (      )      Recidiva Local (            ) ____/____/_______ 
Data de diagnóstico de Metástase: ____/____/_______ 
Estado da doença: (     )           
Data do último seguimento (  ) ou data do óbito _____/_____/_____ 
 
Estado da doença: [1-remissão completa, 2-remissão parcial, 3-doença estável, 
4-doença em progressão, 5-óbito por câncer, 6-óbito por não câncer] 
Metástase linfonodo: [1-sim, 2-não] 
Metástase à distância: [1-sim, 2-não] 
 
 Outras informações 
 
Bebe? Sim (     )           Não: (      )        Quantidade dose/dia: ______________   
Por quanto tempo:____________ 
 
Fuma? 
Sim (     )           Não: (      )        Quantidade cigarro/dia: _____________   
Por quanto tempo:___________ 
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ANEXO 
 
ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Liga Norte        
Riograndense Contra o Câncer. 
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